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Resumo
A palmeira macau´ba, (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.), e´
uma espe´cie nativa de florestas tropicais podendo ser encontrada em diversas
regio˜es brasileiras, principalmente na regia˜o Centro-Oeste e Estado de Minas
Gerais. Tem alto potencial para ser utilizada nas indu´strias de alimentos, cos-
me´ticos e farmaceˆutica, ale´m de ser usada para a produc¸a˜o de biocombust´ıvel.
Ha´ uma forte tendeˆncia do aumento no consumo de alimentos funcionais, e
este fato tem despertado grande interesse da comunidade cient´ıfica para o
estudo de propriedades bioativas em plantas brasileiras, sobretudo nativas de
grandes biomas nacionais, como a Amazoˆnia e o Cerrado. Ale´m disso, o apro-
veitamento integral e racional dos recursos agr´ıcolas e extrativistas pode ser
viabilizado e ampliado atrave´s do estudo nas a´reas de biotecnologia e enzimo-
logia. Polpa e ameˆndoa de macau´ba foram investigadas com o objetivo de se
determinar quais as principais enzimas presentes neste fruto e tambe´m avaliar
algumas de suas propriedades bioativas. Ha´ presenc¸a de enzimas oxidativas,
polifenoloxidase e peroxidase, e de outras enzimas, como celulase, pectinase e
lipase na ameˆndoa e polpa do fruto. A presenc¸a de lipase na polpa de maca-
u´ba foi considerada expressiva e, desta forma, foi realizada sua caracterizac¸a˜o.
O extrato bruto de lipase apresentou atividade o´tima em pH 5,5 e tempera-
tura de 40 ◦C. Nestas condic¸o˜es sua atividade espec´ıfica foi de 36 U/mg de
prote´ına. Apresenta baixa estabilidade te´rmica, mas se mostrou esta´vel em
solventes orgaˆnicos e possui maior afinidade por e´steres de a´cidos graxos de
cadeia longa. Foram determinados o teor e a atividade antioxidante dos com-
postos feno´licos e flavonoides, extra´ıdos da polpa e ameˆndoa de macau´ba,
com diferentes solventes: a´gua, etanol, metanol, acetona e acetato de etila.
O extrato metano´lico da polpa foi o que apresentou os melhores resultados.
O teor de feno´is totais foi de 78 mg GAE/100 g e o de flavonoides de 68 mg
CE/100 g, em base u´mida. A polpa de macau´ba apresentou capacidade an-
ix
tioxidante intermedia´ria, atrave´s das metodologias TEAC (9,6 µmol TE/g) e
ORAC (36 µmol TE/g). Os resultados obtidos permitiram o conhecimento de
propriedades importantes de um fruto comum no territo´rio brasileiro, ainda
pouco explorado comercialmente.




The macau´ba palm tree (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.) is a
native specie in tropical forests and can be found in some Brazilian regions,
mainly in Mid-West and Minas Gerais State. It has great potential to be
applied in food and cosmetic industries, moreover, it can be used in biodiesel.
Nowadays, there is a great tendency in the consume of functional food, and it
has called much attention of the scientific community to study the bioactive
properties in Brazilian plants, specially the ones from great national biomas,
such as Cerrado and Amazoˆnia. The study of research areas, such as biotech-
nology and enzymology can also make feasible the rational use of agricultural
resources. Pulp and kernel of macau´ba were investigated in order to find the
main enzyme present in this fruit as well analyze some of its bioactive pro-
perties. It was found oxidative enzymes, polyphenol oxidase and peroxidase,
cellulase, pectinase and lipase in macau´ba’s kernel and pulp. The presence
of lipase in the pulp was considered of relevant interest, thus its biochemical
characterization was performed. Macau´ba pulp crude extract showed opti-
mum activity at pH 5.5 and temperature of 40 ◦C. Its specific activity was 36
U/mg of protein under the optimal conditions. This enzyme is not thermos-
table, but remains stable under organic solvent treatment and shows greater
affinity to long chain fatty acid esters. Total phenolic compounds and flavo-
noids content were determined in pulp and kernel of macau´ba using different
solvent solutions, water, ethanol, methanol, acetone and ethyl acetate. The
methanolic extraction showed the best results. Total phenolics scored 78 mg
GAE/ 100 g of fresh pulp and flavonoids content was 68 mg CE/100 g of
fresh pulp. Macau´ba’s pulp has intermediate antioxidant capacity, as showed
through TEAC (9,6 µmol TE/g) and ORAC (36 µmol TE/g) methodologies.
Important properties of macau´ba, a very common but under explored fruit in
Brazil, could be obtained from this study.
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A importaˆncia das palmeiras e´ bastante expressiva, especialmente em re-
gio˜es tropicais, devido a` grande diversidade de produtos que podem ser obtidos
de suas folhas, frutos e sementes (FAO, 2001; Moussouris e Regato, 1999). As
palmeiras constituem-se em important´ıssima fonte de recursos para a popula-
c¸a˜o das a´reas rurais dos pa´ıses tropicais em desenvolvimento. Sa˜o geralmente
utilizadas como alimentos, combust´ıvel, medicamentos caseiros, confecc¸a˜o de
utens´ılios dome´sticos e, em alguns casos, como mate´ria-prima para as indu´s-
trias locais (Mollet et al., 2000).
A macau´ba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.), pertence a` fa-
mı´lia Palmae, encontrada em grande parte do territo´rio brasileiro (Lorenzi e
Negrelle, 2006; Missouri Botanical Garden, 2009). Desta palmeira, pode-se
aproveitar economicamente o caule, folhas e frutos. O fruto e´ de formato esfe´-
rico, casca lisa e colorac¸a˜o variando de marrom a amarelada quando maduro.
A polpa e´ amarela e aderida ao endocarpo que envolve a ameˆndoa. A polpa
pode ser utilizada para consumo in natura ou para extrac¸a˜o de o´leo, utilizado
na culina´ria e indu´stria de saba˜o. A ameˆndoa e´ utilizada para extrac¸a˜o de
o´leo de o´tima qualidade, fino e incolor, utilizado na indu´stria aliment´ıcia e de
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cosme´ticos. Apesar de seu grande valor comercial, o fruto da macau´ba vem
sendo explorado de forma extrativista, sendo todo o processo de descasca-
mento realizado artesanalmente (Souza et al., 2006).
O Brasil ocupa uma posic¸a˜o privilegiada no cena´rio mundial em relac¸a˜o a`
produc¸a˜o e utilizac¸a˜o de enzimas, devido a` abundaˆncia de mate´ria-prima a ser
utilizada em processos fermentativos e extrativos e a` enorme quantidade de
biomassa a ser transformada por via enzima´tica em produtos diversificados
e de maior valor agregado. O uso e produc¸a˜o de enzimas, em diferentes
a´reas da agroindu´stria, apresentam perspectivas futuras promissoras devido
a`s va´rias caracter´ısticas inerentes a` ac¸a˜o das enzimas, que sa˜o compostos
naturais, biodegrada´veis e capazes de desempenhar reac¸o˜es espec´ıficas sem
produzirem produtos secunda´rios (Lorenzi, 2006).
Este trabalho teve como principal objetivo realizar uma caracterizac¸a˜o
bioqu´ımica do fruto da palmeira Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.,
investigar quais sa˜o as enzimas presentes na polpa e ameˆndoa do fruto e avaliar
as propriedades bioqu´ımicas da lipase presente no extrato bruto da polpa de
macau´ba, uma vez que esta foi a enzima com maior atividade, demonstrando
possuir potencial para aplicac¸a˜o tecnolo´gica. A caracterizac¸a˜o bioqu´ımica
trata tambe´m da ocorreˆncia de compostos com propriedades antioxidantes e
da determinac¸a˜o da capacidade antioxidante em ameˆndoa e polpa de macau´ba.
O primeiro cap´ıtulo traz uma revisa˜o bibliogra´fica sobre o tema, discor-
rendo sobre as principais caracter´ısticas do fruto, propriedades e aplicac¸o˜es
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de enzimas vegetais, em especial lipases, e sobre a ocorreˆncia de propriedades
antioxidantes e suas determinac¸o˜es.
O cap´ıtulo dois concentra a prospecc¸a˜o inicial realizada na polpa e ameˆn-
doa com objetivo de investigar a presenc¸a ou auseˆncia de algumas enzimas na
amostra.
O cap´ıtulo treˆs descreve o processo de extrac¸a˜o e a caracterizac¸a˜o bioqu´ı-
mica do extrato bruto da lipase de polpa de macau´ba. Relata as caracter´ısticas
da enzima em relac¸a˜o a` sua atividade catal´ıtica, como temperatura o´tima de
atividade e estabilidade, efeito do pH o´timo de atividade e estabilidade da
enzima, estudo do efeito de ı´ons e de alguns ativadores e inibidores da ativi-
dade enzima´tica, termoestabilidade da enzima e sua estabilidade em solventes
orgaˆnicos. Tambe´m descreve sobre a possibilidade de aplicac¸a˜o desta lipase
em reac¸o˜es de hidro´lise e s´ıntese de e´steres.
O quarto e u´ltimo cap´ıtulo aborda o estudo da ocorreˆncia e determinac¸a˜o
quantitativa de compostos bioativos, que ainda na˜o haviam sido determina-
dos neste fruto, como feno´is totais e flavonoides, e tambe´m da capacidade
antioxidante expressa em suas frac¸o˜es.
Este trabalho traz uma significativa contribuic¸a˜o ao estudo das caracte-
r´ısticas bioqu´ımicas da polpa e ameˆndoa da macau´ba, investigando va´rios
aspectos deste fruto de ocorreˆncia bastante ampla no territo´rio brasileiro, po-
re´m pouco explorado cient´ıfica e tecnologicamente.
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A regia˜o do Cerrado abrange uma a´rea de 204 milho˜es de hectares, dis-
tribu´ıdos principalmente nos Estados de Minas Gerais, Goia´s, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Tocantins, Bahia, Piau´ı, Maranha˜o e Distrito Federal,
correspondendo a aproximadamente 22% do territo´rio brasileiro. O Cerrado
e´ o segundo maior bioma da Ame´rica do Sul, perdendo em tamanho somente
para a Floresta Amazoˆnica (Roesler et al., 2007).
O Cerrado apresenta cerca de 2000 espe´cies arbustivas-arbo´reas e cerca de
5000 espe´cies herba´ceo-subarbustivas compondo sua flora, sendo que esta e´
uma regia˜o de grande importaˆncia devido a` sua biodiversidade. No entanto,
devido ao processo acelerado de ocupac¸a˜o agr´ıcola do Cerrado e a` explorac¸a˜o
extrativista e predato´ria, tem-se observado quedas anuais significativas nas
safras dos produtos regionais (Silva et al., 2001). Nos u´ltimos 30 anos, a pro-
gressiva mecanizac¸a˜o da lavoura e a facilidade de limpar e adubar a terra vem
contribuindo para uma devastac¸a˜o acelerada de vegetac¸a˜o nativa e estima-se
que cerca de 40% do bioma ja´ tenha sido desmatado e substitu´ıdo por lavouras
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de soja e por pastos para a criac¸a˜o extensiva de gado de corte (Roesler et al.,
2007).
Os frutos nativos do Cerrado, base de sustentac¸a˜o da vida silvestre e fonte
de alimento para as populac¸o˜es rurais, possuem enorme valor nutritivo. A
comercializac¸a˜o das frutas nativas do Cerrado e´ realizada a`s margens das
rodovias, em alguns mercados e em feiras da regia˜o, com grande aceitac¸a˜o po-
pular. Ale´m de consumidas in natura, essas frutas podem ser transformadas
em sucos, sorvetes, licores, pa˜es e bolos. Muitas espe´cies nativas do cerrado,
tais como, murici, guapeva, gabiroba, araticum, cagaita, mangaba, lobeira,
baru, macau´ba, jatoba´ e outros, possuem caracter´ısticas peculiares, formas
variadas, cores atrativas e sabores caracter´ısticos; constituindo importantes
fontes com potencial de explorac¸a˜o econoˆmica.
1.1 A macau´ba
Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., e´ uma espe´cie nativa com am-
pla distribuic¸a˜o geogra´fica em territo´rio brasileiro, especialmente nos estados
de Minas Gerais, Goia´s, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (Figura 1.1). Os
frutos sa˜o esfe´ricos ou ligeiramene achatados, em forma de drupa globosa com
diaˆmetro variando de 2,5 a 5,0 cm. O epicarpo rompe-se facilmente quando
maduro. O mesocarpo e´ comest´ıvel, fibroso, mucilaginoso, de sabor adocicado
e colorac¸a˜o amarela. O endocarpo e´ fortemente aderido a` polpa, com parede
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o´ssea enegrecida de aproximadamente 3 mm de espessura, e a ameˆndoa e´
oleaginosa, comest´ıvel e revestida de uma fina camada de tegumento (Silva
et al., 1994) (Figura 1.2). A frutificac¸a˜o ocorre durante todo o ano e os frutos
amadurecem, principalmente, entre setembro e janeiro (Scariot, 1998).
Figura 1.1: Aspecto da palmeira Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.
No Brasil, o fruto da palmeira Acrocomia aculeata e´ conhecido por bo-
caiu´va, macau´ba, macau´va, chiclete-de-baiano, coco-baboso, coco-de-espinho,
macaiba, macaibeira, macajuba, mucaia, mucaja e mucajaba (Teixeira, 1996).
Esta espe´cie de palmeira e´ considerada importante do ponto de vista eco-
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Figura 1.2: Aspectos do fruto da macau´ba. a) Fruto inteiro; b) corte longitudinal
mostrando a casca, polpa, endocarpo e ameˆndoa.
lo´gico, pois serve de recurso alimentar para diferentes espe´cies da fauna local,
coloniza a´reas degradadas e e´ bem representada na regia˜o (Lorenzi et al.,
1996).
Na˜o ha´ registro de processamento industrial de frutos de macau´ba. Na
regia˜o Centro-Oeste pequenas indu´strias familiares localizadas em munic´ıpios
de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul produzem, principalmente, farinha,
sorvete e licor. Ale´m do come´rcio local, estes produtos sa˜o vendidos em ou-
tras cidades da regia˜o e, tambe´m, em alguns estabelecimentos vinculados a
atividades tur´ısticas de Cuiaba´, Campo Grande e Corumba´.
Lorenzi (2006) identificou diferentes categorias de uso associadas a distin-
tas partes de A. aculeata, atrave´s de entrevistas com pequenos produtores e
registros na literatura. Dentre os usos mais referenciados destacam-se o medi-
cinal e aliment´ıcio. A polpa e´ mais frequentemente utilizada na produc¸a˜o de
sorvete, licor e goma de mascar; a ameˆndoa e´ geralmente consumida in natura
ou na forma de pac¸oca, sendo seu o´leo usado em algumas comunidades como
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o´leo de cozinha ou como ingrediente para saba˜o.
No Pantanal, toda a planta e´ muito utilizada pela populac¸a˜o. As folhas
podem ser usadas para suplementac¸a˜o alimentar de cavalos e bois. A ma-
deira serve para parede, caibro e ripa. Os frutos (polpa e castanha) sa˜o muito
apreciados tanto pelo homem como pela fauna dome´stica e silvestre. Em sua
maioria, os produtos advindos de A. aculeata esta˜o associados a um baixo grau
de transformac¸a˜o, correspondendo ao uso de partes frescas, diretamente con-
sumidas. A polpa e a farinha de bocaiu´va possuem grande mercado potencial,
inclusive para outros Estados do Brasil, podendo ser usadas em vitaminas, fa-
bricac¸a˜o do sorvete, bolos e pa˜es, agregando maior valor nutritivo a` merenda
escolar, pois sa˜o tambe´m produtos ricos em ca´lcio e pota´ssio (Lorenzi, 2006).
A macau´ba apresenta potencial para tornar-se a palmeira oleaginosa mais
importante comercialmente no contexto brasileiro. Seus frutos conteˆm 20 a
30% de o´leo, 5% de farinha comest´ıvel, 35% de tortas forrageiras e 35% de
combust´ıvel de alto poder calo´rico (Silva et al., 1994). E´ considerada uma
espe´cie com alta potencialidade de fornecimento de o´leo para a produc¸a˜o de
biodiesel (Silva et al., 1994; Fortes e Baugh, 1999).
O o´leo da polpa de macau´ba tem alto teor de a´cido graxo monoinsaturado,
demonstrando seu potencial como fonte de a´cido ole´ico. Aliado a` sua compo-
sic¸a˜o de a´cidos graxos, o alto teor de tocoferois (213 mg/Kg) e carotenoides
contribuem para que o o´leo da polpa de macau´ba seja adequado ao consumo
humano, uma vez que possui propriedades compat´ıveis a outros o´leos vegetais
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Tabela 1.1: Composic¸a˜o me´dia de a´cidos graxos da
ameˆndoa e polpa de macau´ba.
A´cidos graxos Ameˆndoa (%) Polpa (%)
Capr´ılico (C8:0) 3,7 - 6,0 0,5
Ca´prico (C10:0) 1,8 - 2,8 0,3
La´urico (C12:0) 12,9 - 50,9 0,39 - 2,0
Mir´ıstico (C14:0) 9,2 - 13,1 0,38 - 0,45
Palmı´tico (C16:0) 7,6 - 12,6 15,9 - 24,6
Palmitole´ico (C16:1) 2,3 1,0 - 4,3
Estea´rico (C18:0) 2,2 - 6,6 1,1 - 5,9
Ole´ico (C18:1) 17,9 - 40,2 52,6 - 65,9
Linole´ico (C18:2) 2,5 - 5,9 5,1 - 13,8
Linoleˆnico (C18:3) 1,92 2,3 - 2,5
Fonte: (Bele´n-Camacho et al., 2005; Hiane et al., 2005;
Coimbra e Jorge, 2012)
de boa qualidade (Coimbra e Jorge, 2012). Desta forma, vislumbra-se como
outra importante alternativa, a revitalizac¸a˜o do uso do o´leo de bocaiu´va como
o´leo de cozinha dado sua similaridade com o azeite de oliva (Ramos et al.,
2007). Adicionalmente, cita-se como igualmente importante a aplicabilidade
do o´leo pela indu´stria cosme´tica na fabricac¸a˜o de hidratantes, sabonetes e
xampus devido os altos valores de a´cidos graxos (Silva et al., 1994).
A composic¸a˜o de a´cidos graxos da ameˆndoa de macau´ba revela uma alta
concentrac¸a˜o em a´cido la´urico (13 a 51%) e tambe´m alto teor de a´cido ole´ico
(18 a 40%). A Tabela 1.1 mostra a faixa de concentrac¸a˜o dos a´cidos graxos
encontrados na ameˆndoa (Hiane et al., 2005; Bele´n-Camacho et al., 2005;
Coimbra e Jorge, 2012) e na polpa da macau´ba (Hiane et al., 2005).
Hiane et al. (1990) observaram que 89% do total de carotenoides encon-
12
trados na polpa da macau´ba correspondem a β-caroteno. Ramos et al. (2007)
encontraram 49,0 µg/g de β-caroteno na polpa deste fruto, representando 82%
do total de carotenoides encontrado, indicando ser uma boa fonte de carote-
noide e vitamina A. A polpa da macau´ba e´ rica em o´leos com alto teor de
a´cidos graxos insaturados, principalmente o a´cido ole´ico, que pode influenciar
positivamente na alta biodisponibilidade do carotenoide (Hiane et al., 2005).
O valor nutritivo de frutos do cerrado, incluindo a macau´ba, foi estudado
por Silva et al. (2008). A macau´ba e´ um fruto de alto valor energe´tico e baixo
teor de umidade, devido principalmente a alta concentrac¸a˜o de lip´ıdios tanto
na polpa quanto na ameˆndoa. A Tabela 1.2 mostra a composic¸a˜o centesimal
e concentrac¸a˜o de alguns minerais na polpa de macau´ba.
A polpa representa cerca de 44% da massa total do fruto, enquanto a
ameˆndoa corresponde a 3,8% (Ramos et al., 2008). A porc¸a˜o comest´ıvel do
fruto representa bom rendimento do ponto de vista tecnolo´gico e nutricional,
mostrando-se apta a contribuir para o enriquecimento nutricional e tambe´m
econoˆmico da populac¸a˜o regional.
1.2 Enzimas vegetais
O Brasil tem uma grande variedade de vegetais que podem constituir em
fontes inesgota´veis de enzimas para serem aplicados nas mais diversas a´reas
do conhecimento. As enzimas de origem vegetal sa˜o produzidas em grande
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Tabela 1.2: Composic¸a˜o nutricional me´dia da polpa de
macau´ba.
Componentes Ameˆndoa Polpa
Valor ene´rge´tico (Kcal/100g) 561,23 285,65
Umidade (g/100g) 6,5 34,32
Prote´ınas (g/100g) 17,57 2,76
Lip´ıdios (g/100g) 51,71 14,93
Carboidratos (g/100g) 5,39∗ 35,06∗∗
Fibra alimentar (g/100g) 17,23 11,14
Cinzas (g/100g) 1,99 1,78
Ca´lcio (mg/100g) 95,3 202,3
Fo´sforo (mg/100g) 537,5 36,7
Pota´ssio (mg/100g) 377,2 766,4
Zinco (mg/100g) 30,93 1,7
Ferro (mg/100g) 32,91 1,8
Magne´sio (mg/100g) 207,0 92,3
* ac¸u´cares redutores e na˜o redutores; ** teor de carboidratos
medido por diferenc¸a.
Fonte: (Silva et al., 2008; Marin et al., 2009; Ramos et al.,
2008; Hiane et al., 2006)
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parte como subprodutos da atividade agr´ıcola. Dentre as enzimas vegetais
destacam-se as enzimas oxidativas, polifenoloxidase e peroxidase. Nos vege-
tais, essas enzimas podem causar reac¸o˜es qu´ımicas indeseja´veis. Em frutos,
o escurecimento dos tecidos ocorre principalmente pela reac¸a˜o de oxidac¸a˜o
enzima´tica dos compostos feno´licos a qual e´ catalisada pela atividade de duas
enzimas: a polifenoloxidase e a peroxidase (Fatibello-Filho e Vieira, 2002).
As polifenoloxidases sa˜o prote´ınas contendo cobre, diferindo das peroxidases
que sa˜o heme-prote´ınas.
A peroxidase (EC 1.11.1.7) e´ encontrada em tecidos de vegetais e animais.
A peroxidase catalisa a oxidac¸a˜o pelo pero´xido de hidrogeˆnio de alguns subs-
tratos como mono e difeno´is, polifeno´is, aminofeno´is, entre outros. Contribui
com alterac¸o˜es deteriorativas no aroma, sabor, textura, cor e valor nutrici-
onal de frutas e verduras. E´ conhecida como uma enzima termoesta´vel que
pode ter sua atividade regenerada apo´s tratamento te´rmico. Diversas sa˜o as
fontes dessa enzima, como peˆssego, tomate, soja, rabanete, abobrinha, nabo
e aspargo (Fatibello-Filho e Vieira, 2002).
A polifenoloxidase (EC 1.14.18.1) catalisa a oxidac¸a˜o tanto de monofeno´is,
como tirosina, fenol e p-cresol; e difeno´is, e.g., catecol, L-dopa, dopamina e
adrenalina. E´ largamente distribu´ıda na natureza e encontrada nos tecidos de
kiwi, arroz, abacate, peˆra, mac¸a˜, morango, uva, folha de espinafre, palmito,
banana, batata inglesa, batata doce, peˆssego, manga, berinjela, inhame entre
outros. E´ a principal enzima responsa´vel pelo escurecimento que ocorre em
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verduras e frutas devido a inju´rias, estocagem ou durante o processamento
(Fatibello-Filho e Vieira, 2002).
No grupo das hidrolases, enzimas que catalisam reac¸o˜es de hidro´lise de
va´rias ligac¸o˜es covalentes, destacam-se as proteases e as lipases.
As proteases, pertencentes a` classe 3 e sub-classe 3.4, catalisam reac¸o˜es
de hidro´lise das ligac¸o˜es pept´ıdicas das prote´ınas e ainda podem apresentar
atividade sobre e´ster e amida. Dentre todas as enzimas produzidas e utili-
zadas em escala comercial, 75% sa˜o hidrolases e, dessas, 60% sa˜o proteases.
As proteases sa˜o produzidas por animais, vegetais e micro-organismos. As
proteases vegetais sa˜o bastante empregadas na indu´stria de alimentos, sendo
a papa´ına, bromelina e ficina, as mais usadas (Koblitz, 2008).
Dentre as carboidrases, a α-amilase (EC 3.2.1.1) pode ser encontrada em
fontes vegetais, principalmente em sementes amila´ceas durante a germinac¸a˜o.
Sa˜o endocarboidrases que hidrolisam ligac¸o˜es α-1,4 glicos´ıdicas de amilose e
amilopectina. Sa˜o bastante aplicadas na indu´stria de alimentos, em processos
de fermentac¸a˜o e hidro´lise de amido. A celulase tambe´m e´ uma carboidrase
capaz de romper ligac¸o˜es β-1,4 glicos´ıdicas da celulose e derivados. As pec-
tinases sa˜o encontradas em diversas frutas e vegetais, tendo como substrato
polissacar´ıdios constituintes da lamela me´dia e da parede prima´ria de ce´lu-
las vegetais. Podem ser classificadas em desmetoxilantes (pectinesterase) e
despolimerizantes (endo e exo-poligalacturonase, endo e exo-pectatoliase e
endo-pectinaliase), dependendo do substrato onde atuam e de seu mecanismo
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de ac¸a˜o. As pectinases sa˜o bastante usadas na indu´stria de alimentos, para a
clarificac¸a˜o e extrac¸a˜o de sucos, e tambe´m extrac¸a˜o de o´leos, principalmente
de mesocarpo, como palma e oliva (Koblitz, 2008).
1.2.1 Lipases
Lipases sa˜o enzimas pertencentes ao grupo das serina hidrolases (E.C.3.1.1.3).
Catalisam a clivagem de triacilglicerois liberando a´cidos graxos livres, diacil-
glicero´is, monoacilglicero´is e glicerol. Ale´m da hidro´lise de e´steres podem
catalisar tambe´m reac¸o˜es de esterificac¸a˜o, interesterificac¸a˜o, alcoo´lises, acido´-
lises, amino´lises e lactonizac¸a˜o, sendo que a atividade de a´gua do meio e´ um
fator determinante em cada classe de reac¸a˜o (Figura 1.3). Esta versatilidade
permite que as lipases sejam utilizadas em s´ıntese regiosseletiva ou resolu-
c¸a˜o estereosseletiva de alcoo´is, a´cidos carbox´ılicos e aminas, dando origem a
e´steres ou amidas opticamente ativos. Tais caracter´ısticas ampliam as pos-
sibilidades de aplicac¸a˜o das lipases em diversos setores da indu´stria (Freire
e Castilho, 2008). Ale´m do que, as lipases possuem capacidade de catalisar
reac¸o˜es com uma grande variedade de substratos sinte´ticos, permitindo o seu
uso para a obtenc¸a˜o de diversos tipos de compostos.
Quanto a` especificidade as lipases podem ser divididas em (Villeneuve,
2003; Paques e Macedo, 2006):
• Substrato espec´ıficas: a especificidade em relac¸a˜o ao substrato e´ definida
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Figura 1.3: Reac¸o˜es catalisadas por lipases. Fonte: Paques e Macedo (2006)
18
como a habilidade da lipase hidrolisar preferencialmente um tipo de e´ster
de glicerol. Estas enzimas sa˜o ha´beis para catalisar na˜o somente as
hidro´lises de triacilglicerois (TAGs) mas tambe´m di e monoacilglicero´is
e fosfolip´ıdeos no caso de fosfolipases .
• Regiosseletivas: a especificidade em relac¸a˜o a posic¸a˜o e´ a habilidade que
a enzima tem de distinguir entre as duas posic¸o˜es externas do triacilgli-
cerol (e´ster prima´rio) e a posic¸a˜o interna (e´ster secunda´rio).
I. lipases na˜o-espec´ıficas - hidrolisam e´steres de a´cidos graxos prima´rios
ou secunda´rios, liberando a´cidos graxos na posic¸a˜o 1(3) ou 2;
II. lipases 1,3-espec´ıficas - hidrolisam apenas e´steres de a´cidos graxos dos
graxos prima´rios, isto e´, na posic¸a˜o 1 ou 3.
• A´cido graxo espec´ıfica ou tipo seletiva: trata-se da especificidade em
relac¸a˜o ao tamanho da cadeia carboˆnica e/ ou ao nu´mero de insaturac¸a˜o
do grupo acila.
• Enantiosseletiva: habilidade em discriminar enantioˆmeros em uma mis-
tura raceˆmica. A enantioespecificidade das lipases pode mudar com o
substrato. Esta mudanc¸a pode ser relacionada a` natureza qu´ımica do
e´ster.
As lipases podem ser encontradas em tecidos animais e vegetais, e podem
ser produzidas por fermentac¸a˜o usando va´rias espe´cies de microrganismos.
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Em eucariotos, as lipases esta˜o envolvidas em va´rios esta´gios do metabolismo,
incluindo digesta˜o de gordura, absorc¸a˜o, reconstituic¸a˜o e metabolismo de li-
poprote´ınas. Em plantas, as lipases sa˜o encontradas em tecidos de reserva de
energia e as sementes oleaginosas provavelmente usam estas enzimas durante
os primeiros esta´gios de germinac¸a˜o, iniciando a metabolizac¸a˜o de triacilgli-
cerois estocados atrave´s da hidro´lise de suas ligac¸o˜es e´steres (Sharma et al.,
2001). Os a´cidos graxos liberados fornecem energia para o crescimento do
embria˜o.
Dentre os processos biolo´gicos utilizados nas biotransformac¸o˜es, as lipa-
ses se destacam por sua versatilidade em processos hidrol´ıticos e de s´ıntese.
Sa˜o biocatalisadores de muita importaˆncia em diferentes a´reas, podendo ca-
talisar reac¸o˜es tanto em meio aquoso como em meio orgaˆnico, com teor de
a´gua restrito. Muitas enzimas ou complexos enzima´ticos possuem atividade
em meios hidrofo´bicos, com grau de eficieˆncia que permite sua utilizac¸a˜o em
s´ıntese orgaˆnica, igual ou superior ao encontrado em meio aquoso, utilizado
nas reac¸o˜es de hidro´lise. Como as enzimas permanecem na sua conformac¸a˜o
original, isto permite seu uso nos processos catal´ıticos em meio orgaˆnico. O
fato da cadeia na˜o se desdobrar em meio na˜o aquoso esta´ relacionado a`s in-
terac¸o˜es eletrosta´ticas entre os grupos que compo˜em as enzimas. Devido a`
baixa constante diele´trica da maioria dos solventes e o aumento do nu´mero
de pontes de hidrogeˆnio intramoleculares, ha´ maior interac¸a˜o eletrosta´tica.
O processo de extrac¸a˜o das enzimas vegetais e´ de extrema importaˆncia,
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pois sua facilidade e consequentemente o menor custo do processo determi-
nam a viabilidade de seu emprego industrial. A complexidade do processo
de extrac¸a˜o e o baixo rendimento sa˜o desvantagens da obtenc¸a˜o de enzimas
vegetais em comparac¸a˜o a`s enzimas microbianas. Ale´m disso, a produc¸a˜o que
pode estar limitada ao per´ıodo de germinac¸a˜o e a baixa estabilidade da enzima
sa˜o caracter´ısticas desfavora´veis a` produc¸a˜o industrial de lipases vegetais. No
entanto, as lipases vegetais apresentam vantagens competitivas pela facilidade
de obtenc¸a˜o, abundaˆncia e, principalmente, pelo fato de na˜o necessitarem alto
grau de purificac¸a˜o (Villeneuve, 2003).
Dentre os processos bioqu´ımicos reportados na literatura, as lipases repre-
sentam cerca de 35% dentre as enzimas empregadas em reac¸o˜es de s´ıntese. No
entanto, o uso dessas enzimas em escala industrial ainda e´ escasso, devido aos
elevados custos de produc¸a˜o. Com o objetivo de intensificar a utilizac¸a˜o de
lipases em escala piloto e industrial, estudos de fontes vegetais, como semen-
tes, la´tex, folhas e caules, teˆm crescido nos u´ltimos anos. Dentre as lipases
vegetais, as mais estudadas sa˜o as extra´ıdas de sementes de oleaginosas, lo-
calizadas em diferentes tecidos e normalmente ativadas durante a germinac¸a˜o
(Polizelli, 2008).
Os e´steres possuem muitas aplicac¸o˜es em alimentos, cosme´ticos, medica-
mentos e na formulac¸a˜o de outros produtos qu´ımicos. Comparado com a
s´ıntese convencional, utilizando catalisadores qu´ımicos, as reac¸o˜es biocatali-
sadas possuem algumas vantagens, como por exemplo uma u´nica etapa no
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processo e condic¸o˜es reacionais moderadas.
O uso de lipases e esterases como biocatalisadores, na s´ıntese de e´steres,
em substituic¸a˜o aos catalisadores utilizados nos processos qu´ımicos, permite
a reduc¸a˜o da temperatura e da pressa˜o do processo e, consequente aumento
na seguranc¸a. Outro fator relevante do uso de biocatalisadores e´ a reduc¸a˜o
dos impactos ambientais, principalmente em relac¸a˜o ao consumo de energia
e gerac¸a˜o de res´ıduos decorrentes da utilizac¸a˜o de catalisadores qu´ımicos. O
consumo de energia causa um impacto significativo no custo dos produtos,
principalmente quando ha´ necessidade do emprego de altas temperaturas,
como ocorre em processos qu´ımicos para obtenc¸a˜o de e´steres de a´cidos gra-
xos. Os biocatalisadores tem uma toxicidade significativamente menor que os
catalisadores qu´ımicos, ale´m de serem produzidos por recursos renova´veis. A
qualidade dos produtos obtidos por via biocatal´ıtica caminha para o que se
chama de processo “limpo”, facilitando o enquadramento dos mesmos nas exi-
geˆncias de regulamentac¸a˜o dos produtos para fins aliment´ıcios ou que entrem
em contato direto com alimentos (Barros et al., 2010).
1.2.2 Lipases vegetais
A atividade lipol´ıtica em fontes vegetais ja´ foi determinada em diferentes
partes da planta, caule, la´tex, polpa e semente; no entanto, as maiores ativi-
dades foram determinadas em sementes. Durante a germinac¸a˜o de sementes
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oleaginosas, a gordura armazenada e´ usada, iniciando-se com a hidro´lise de
triacilglicerois em a´cidos graxos e glicerol, sendo esta fase a de maior atividade
lipol´ıtica em sementes.
A maioria dos estudos sobre atividade lipol´ıtica vegetal trata de sementes
oleaginosas e cereais. As fontes mais estudadas sa˜o lipases de o´leo de semente
de mamona, canola, linhac¸a e aveia (Villeneuve, 2003).
Dentre as lipases de mesocarpos, as mais estudadas sa˜o a de oliva e de
palma. O o´leo de palma, extra´ıdo do mesocarpo de dendeˆ, apresenta ativi-
dade lipol´ıtica ma´xima de 200 U/g de mesocarpo de dendeˆ, usando o´leo de
oliva como substrato. A enzima na˜o se mostrou ativa em pH abaixo de 7,0 ou
acima de 11,5; alcanc¸ando seu ponto o´timo entre pH 9,0 e 10,0. A temperatura
o´tima encontrada foi de 45 ◦C, e a enzima se mostrou esta´vel em temperatu-
ras entre 20 e 50 ◦C (Ebongue et al., 2006). Estes resultados divergem dos
resultados encontrados por Sambanthamurthi et al. (1995), que encontraram
atividade o´tima de lipase de o´leo de palma em pH 7,5 e temperatura de 18
◦C, e de Abigor et al. (1985), que indicaram atividade o´tima em pH 4,5 e
temperatura de 30 ◦C. Sambanthamurthi et al. (2000) estudaram a atividade
lipol´ıtica de diferentes geno´tipos de o´leo de palma, Elaeis guineensis e Elaeis
oleifera, encontrando ampla faixa de atividade diferenciando as duas espe´cies
e tambe´m diferentes amostras da mesma espe´cie. Tais resultados confirmam




O estresse oxidativo pode causar se´rios danos a`s biomole´culas, como pro-
te´ınas, DNA e lip´ıdeos, sendo capaz de originar doenc¸as degenerativas, como
o caˆncer e doenc¸as cardiovasculares. Estudos cl´ınicos e epidemiolo´gicos teˆm
mostrado evideˆncias de que antioxidantes feno´licos de cereais, frutas e vegetais
sa˜o os principais fatores que contribuem para a baixa e significativa reduc¸a˜o
da incideˆncia de doenc¸as croˆnicas e degenerativas encontradas em popula-
c¸o˜es cujas dietas sa˜o altas na ingesta˜o desses alimentos (Chun et al., 2005).
Compostos t´ıpicos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de
feno´is, a´cidos feno´licos e seus derivados, flavonoides, tocofero´is, fosfolip´ıdeos,
aminoa´cidos, a´cido f´ıtico, a´cido asco´rbico, pigmentos e estero´is.
A importaˆncia de compostos antioxidantes naturais vem despertando grande
interesse entre cientistas e consumidores, por apresentarem uma tendeˆncia
mundial em relac¸a˜o aos alimentos funcionais com benef´ıcio espec´ıfico de sau´de.
E´ crescente a atenc¸a˜o dispensada aos polifeno´is pela classe me´dica e cient´ı-
fica. A raza˜o deste interesse esta´ em suas propriedades antioxidantes. Diver-
sos estudos epidemiolo´gicos sugerem a importaˆncia do consumo elevado dos
produtos derivados de plantas, sobretudo frutas e verduras, na reduc¸a˜o da
incideˆncia de doenc¸as degenerativas (Velioglu et al., 1998).
Os compostos feno´licos esta˜o presentes na maioria das frutas e verduras
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e possuem um importante papel na protec¸a˜o do organismo contra os efeitos
prejudiciais dos radicais livres e outras espe´cies reativas de oxigeˆnio, prote-
gendo desde o co´digo gene´tico ate´ aos lip´ıdios e, desta forma, podendo ini-
bir as etapas iniciais de processos carcinogeˆnicos. A biodisponibilidade dos
compostos feno´licos apresenta papel determinante nos poss´ıveis efeitos bio-
lo´gicos a eles atribu´ıdos. Fatores que influenciam a atividade fisiolo´gica de
tais compostos no organismo sa˜o: a estrutura do composto e a forma em que
se apresenta livre, aglicona, ou ligada a outros compostos. Nos vegetais, os
compostos feno´licos esta˜o presentes tambe´m na forma de glicos´ıdeos. A ac¸a˜o
de enzimas pode, no entanto, liberar as correspondentes agliconas, a`s quais
se atribui maior capacidade antioxidante que aos glicos´ıdeos correspondentes
(Rice-Evans et al., 1996).
A maioria dos flavonoides possui habilidade de sequestrar os radicais livres.
Alguns flavonoides podem agir como antioxidantes pela reac¸a˜o direta com ra-
dicais para formar produtos menos reativos. Ja´ outros flavonoides sa˜o fortes
inibidores de certas enzimas metabo´licas que geram como produtos radicais
livres, tais como cicloxigenase, lipoxigenase, monoamina oxidase e xantina
oxidase. Ao lado da ac¸a˜o biolo´gica dos compostos naturais como vitaminas C
e E, β-caroteno e outras substaˆncias qu´ımicas de frutas e verduras que fun-
cionam tambe´m como antioxidantes esta˜o ganhando importaˆncia e com isso
cresce cada vez mais o estudo destas como agentes contra a degradac¸a˜o oxida-
tiva. Os compostos polifeno´licos atuam por mecanismos variados dependendo
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da sua concentrac¸a˜o e do tipo de composto presente no alimento, podendo
existir sinergismo ou antagonismo entre os diferentes compostos (Hassimotto
et al., 2005).
Ha´ va´rias metodologias usadas com frequeˆncia para medir a capacidade an-
tioxidante de frutas, vegetais e sementes. Os me´todos utilizados para medir
a capacidade antioxidante podem ser, de maneira geral, classificados em dois
grupos, dependendo do mecanismo de reac¸a˜o: me´todos baseados em trans-
fereˆncia de hidrogeˆnio, conhecidos por HAT (hidrogen atom transfer) ou em
transfereˆncia de ele´trons, ET (eletron transfer). Os me´todos mais usados,
que envolvem a doac¸a˜o de a´tomo de hidrogeˆnio, sa˜o o ORAC (oxygen radical
absorption capacity), TRAP (total radical trapping antioxidant parameter)
e inibic¸a˜o de oxidac¸a˜o do a´cido linoleˆnico. Dentre os me´todos caracterizados
pela transfereˆncia de ele´trons, os mais conhecidos sa˜o o TEAC (Trolox equiva-
lent antioxidant capacity),FRAP (ferric ion reducing antioxidant parameter)
e DPPH (diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Zulueta et al., 2009).
Os ensaios ET medem a capacidade redutora de um antioxidante, que
altera a cor da reac¸a˜o, sendo que o grau de alterac¸a˜o da cor e´ diretamente
proporcional a` concentrac¸a˜o de compostos antioxidantes. Dentre os me´todos
ET, o mais utilizado e´ o TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity). Os
me´todos HAT quantificam a capacidade de um composto doar um a´tomo de
hidrogeˆnio, em que antioxidante e substrato competem pelos radicais peroxilas
gerados na reac¸a˜o. Dentre essas metodologias, o me´todo ORAC (oxygen
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radical absorption capacity) e´ mais usado e tambe´m o u´nico a utilizar um
radical biologicamente relevante (Thaipong et al., 2006; Zulueta et al., 2009).
A metodologia ORAC e´ a u´nica a medir a ac¸a˜o de um antioxidante durante
toda a reac¸a˜o e consegue combinar em um mesmo resultado o percentual de
inibic¸a˜o e o per´ıodo de tempo da ac¸a˜o do antioxidante sobre um radical livre.
Um outro diferencial desta metodologia e a raza˜o pela qual ela e´ considerada
mais significativa para determinac¸a˜o da capacidade antioxidante, e´ que o ra-
dical usado (APPH) e´ biologicamente relevante (Prior e Cao, 1999; Ou et al.,
2001).
1.4 Propriedades bioativas em frutos regionais
Ha´ va´rias espe´cies de frutos comest´ıveis no Brasil que sa˜o pouco conheci-
dos e pouco explorados, mas que possuem caracter´ısticas interessantes para a
agroindu´stria e como incremento de renda e fonte nutricional para a populac¸a˜o
regional. O consumo de frutos tropicais esta´ em ascensa˜o, tanto no mercado
nacional quanto internacional, devido ao reconhecimento de seu valor nutri-
cional e terapeˆutico (Rufino et al., 2010). No cerrado brasileiro, ha´ diversas
espe´cies vegetais com caracter´ısticas sensoriais peculiares e alto valor nutri-
tivo, que podem representar uma oportunidade para que os produtores locais
tenham acesso a mercados especializados, ja´ que ha´ evideˆncias da prefereˆncia
de consumidores por frutos ”exo´ticos”, com propriedades nutraceˆuticas.
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Recentemente, frutos brasileiros teˆm sido objeto de estudo sobre suas pro-
priedades nutricionais e bioativas (Rufino et al., 2010; Souza et al., 2012;
Almeida et al., 2011). A caracterizac¸a˜o fisico-qu´ımica de frutos tropicais,
exo´ticos ou na˜o, e a investigac¸a˜o de suas propriedades funcionais, decorrentes
das altas concentrac¸o˜es de vitaminas, minerais, compostos feno´licos e carote-
noides, tem sido de crescente interesse da comunidade cient´ıfica.
Souza et al. (2012) estudaram algumas propriedades bioativas em frutos do
cerrado, como marolo, murici, jenipapo e graviola, encontrando alto teor de
compostos feno´licos e atividade antioxidante, principalmente em marolo, que
apresenta, respectivamente, 740 mg GAE/100 g de polpa e 131 µmol TE/g de
polpa. Graviola e murici tambe´m apresentaram alta atividade antioxidante.
Haminiuk et al. (2011) analisaram frutos exo´ticos da regia˜o sudeste do
Brasil, uvaia, arac¸a´, jabuticaba, cambuci e gabiroba, em relac¸a˜o aos teores
de compostos feno´licos, flavonoides e antocianinas, atividade antioxidante e
antimicrobiana. Dentre os frutos testados, jabuticaba e uvaia apresentaram
maior atividade antioxidante. O teor de feno´is totais foi bastante varia´vel,
com valores de 9,55 mg GAE/g para jabuticaba e 107,69 mg GAE/g para
cambuci, ambos em base seca.
Os principais biomas brasileiros, Amazoˆnia e Cerrado, apresentam inu´me-
ras espe´cies vegetais de grande potencial nutricional e funcional, que devem
continuar atraindo a atenc¸a˜o da comunidade cient´ıfica para a investigac¸a˜o de
suas propriedades bioativas e diversificac¸a˜o do seu uso.
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(Jacq.) Lodd. ex Mart.)
2.1 Introduc¸a˜o
O uso e produc¸a˜o de enzimas, em diferentes a´reas da agroindu´stria, apre-
sentam perspectivas promissoras devido a`s va´rias caracter´ısticas inerentes a`
ac¸a˜o das enzimas, que sa˜o compostos naturais, biodegrada´veis e capazes de
desempenhar reac¸o˜es espec´ıficas sem produzirem produtos secunda´rios (Lo-
renzi, 2006). Neste contexto, o Brasil ocupa uma posic¸a˜o privilegiada, devido
a` abundaˆncia de mate´ria-prima a ser utilizada em processos fermentativos e
extrativos e a` enorme quantidade de biomassa a ser transformada por via
enzima´tica em produtos diversificados e de maior valor agregado.
Ha´ va´rias enzimas de interesse cient´ıfico e comercial que podem ser ex-
tra´ıdas de fontes vegetais, incluindo subprodutos da agroindu´stria. O nu´mero
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de investigac¸o˜es em enzimas de origem vegetal, dentre elas, pectinases, lipa-
ses, α-amilases, proteases e celulases, com o objetivo de propiciar seu uso em
diversos setores da indu´stria e´ crescente nos u´ltimos anos. Ale´m de aplica-
c¸o˜es industriais diretas das enzimas vegetais, e´ importante detectar e avaliar
a atividade destas, pois em alguns casos a presenc¸a de determinadas enzimas
ativas e´ indeseja´vel. Sabe-se que a tendeˆncia de escurecimento dos tecidos
vegetais esta´ relacionada com as reac¸o˜es entre as enzimas polifenoloxidase ou
peroxidase e os substratos naturais presentes nesses tecidos. Este processo
e mais a oxidac¸a˜o promovida pelo oxigeˆnio do ar sa˜o os responsa´veis pelo
decre´scimo da atividade enzima´tica nos extratos brutos.
As lipases esta˜o entre os mais importantes biocatalisadores, capazes de
atuar em reac¸o˜es em meio aquoso e orgaˆnico. E´ o terceiro maior grupo de
enzimas no mercado mundial, atra´s apenas das proteases e carboidrases. Es-
ta˜o presentes em tecido animal e vegetal e podem ser produzidas por diversos
micro-organismos. Sua principal func¸a˜o e´ catalisar a hidro´lise de triacilglice-
ro´is em glicerol e a´cido graxo, mas podem atuar tambe´m em reac¸o˜es de s´ıntese
de e´steres e transesterificac¸a˜o (Vakhlu, 2006).
A descoberta de novas atividades lipol´ıticas e´ de grande interesse cien-
t´ıfico e tecnolo´gico devido ao amplo potencial de aplicac¸o˜es em reac¸o˜es de
s´ıntese em diferentes a´reas da indu´stria biotecnolo´gica. As lipases apresentam
comportamento catal´ıtico versa´til, podendo atuar na s´ıntese de ingredientes
para a indu´stria de alimentos, farmaceˆutica, agroqu´ımica, de biocombust´ıveis,
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aromas e teˆxtil (Su et al., 2010; Vakhlu, 2006).
Lipases de origem vegetal sa˜o bastante atrativas em raza˜o de seu baixo
custo, alta disponibilidade e facilidade de purificac¸a˜o. O uso de lipases a
partir de fontes vegetais deve estar relacionado a` sua viabilidade, ou seja, e´
de interesse encontrar mate´rias-primas fonte de lipase que possam ser usadas
tambe´m em outras a´reas da indu´stria (Villeneuve, 2003).
Dentre as carboidrases, a α-amilase (EC 3.2.1.1) pode ser encontrada em
fontes vegetais, principalmente em sementes amila´ceas durante a germinac¸a˜o.
Sa˜o bastante aplicadas na indu´stria de alimentos, em processos de fermentac¸a˜o
e hidro´lise de amido.
Neste estudo foi feita uma prospecc¸a˜o enzima´tica no fruto da palmeira
Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd Ex Mart, conhecido, dentre outros termos,
por macau´ba. E´ um fruto rico em lip´ıdios, prote´ınas e fibras. E´ comest´ıvel,
de sabor adocicado e aroma pronunciado, sendo frequentemente consumido in
natura ou na forma de sorvetes, sucos, gele´ia ou farinha (Ramos et al., 2007;
Hiane et al., 2005; Silva et al., 2009). Atualmente, esse fruto tem sido estu-
dado devido ao seu uso ainda incipiente, pore´m com inu´meras possibilidades
de aplicac¸o˜es nas indu´strias bioqu´ımica e de alimentos (Nogueira et al., 2010;
Silva et al., 2009; Hiane et al., 2005).
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2.2 Material e me´todos
As amostras de frutos de Acrocomia aculeata foram coletadas no munic´ıpio
de Ponta Pora˜ - MS. A coleta foi feita com os frutos que ja´ estavam no solo,
em condic¸o˜es semelhantes de maturac¸a˜o, casca amarelo-esverdeada, firmes e
de apareˆncia intacta. Os frutos foram descascados, despolpados em despolpa-
deira espec´ıfica para esta fruta, produzida pela Universidade Federal de Vic¸osa
e fornecida para a comunidade local pantaneira, e o endosperma quebrado em
prensa hidra´ulica para obtenc¸a˜o da ameˆndoa. As frac¸o˜es polpa e ameˆndoa
permaneceram estocadas, separadamente, em ultra-freezer a -80◦C durante a
realizac¸a˜o das ana´lises, que compreenderam a prospecc¸a˜o de diversas enzimas
na ameˆndoa e polpa do fruto: lipase, esterase, protease, α-amilase, celulase,
pectinase, polifenoloxidase, peroxidase, fitase e tanase.
2.2.1 Obtenc¸a˜o do extrato enzima´tico bruto para prospec-
c¸a˜o enzima´tica
Para obtenc¸a˜o dos extratos enzima´ticos brutos, a polpa e ameˆndoa foram
homogeneizadas separadamente em liquidificador durante 3 minutos, com so-
luc¸o˜es tampa˜o citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e tampa˜o fosfato 0,05M pH 7,0.
Apo´s homogeneizac¸a˜o, as soluc¸o˜es foram filtradas em gaze e centrifugadas a
4◦C durante 30 minutos a 10000 x g. O precipitado, que continha fragmentos
insolu´veis, foi descartado e o sobrenadante, extrato enzima´tico bruto, conge-
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lado a -18◦C para uso posterior.
2.2.2 Determinac¸a˜o da atividade enzima´tica
Os extratos enzima´ticos brutos (2.2.1) foram utilizados para medida das
atividades das seguintes enzimas: lipase, esterase, protease, α-amilase, celu-
lase, pectinase, polifenoloxidase (PPO), peroxidase (POD), tanase e fitase.
2.2.2.1 Atividade de lipase
A atividade enzima´tica da lipase, com o´leo de oliva como substrato, foi
determinada utilizando-se meio reacional composto por 5 ml de emulsa˜o pre-
parada com 25% de o´leo de oliva e 75% de soluc¸a˜o de goma ara´bica 7%, e 2
mL de tampa˜o fosfato de so´dio pH 7,0 a 0,1 M, Apo´s 10 minutos de incuba-
c¸a˜o a 37◦C para equalizar a temperatura, adicionou-se a esta soluc¸a˜o 1 ml do
extrato enzima´tico, seguindo-se incubac¸a˜o em banho a 37◦C com agitac¸a˜o. A
reac¸a˜o foi paralisada atrave´s da adic¸a˜o de 15 mL de soluc¸a˜o acetona:etanol
(1:1). Os a´cidos graxos liberados foram titulados com soluc¸a˜o de NaOH 0,05
M, utilizando-se fenolftale´ına 0,5% como indicador. O “branco” foi preparado
de forma ideˆntica, substituindo-se a soluc¸a˜o enzima´tica por a´gua destilada.
Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima
que libera 1 µmol de a´cido graxo por minuto de reac¸a˜o nas condic¸o˜es do teste
(Macedo, 1995).
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2.2.2.2 Atividade de esterase
A atividade estera´sica foi determinada utilizando 1 mL do substrato tri-
acetina, 7 mL de soluc¸a˜o tampa˜o fosfato 0,1 M pH 7,0 e 1 mL do extrato
enzima´tico. A mistura de reac¸a˜o foi incubada a 37 ◦C por 30 minutos em
banho termostatizado com agitac¸a˜o de 130 oscilac¸o˜es por minuto. A reac¸a˜o
foi paralisada com adic¸a˜o de 15 mL de soluc¸a˜o acetona:etanol (1:1) e os a´cidos
graxos liberados titulados com soluc¸a˜o de KOH 0,05 M usando fenolftale´ına
como indicador. Uma unidade de atividade estera´sica foi definida como a
quantidade de enzima necessa´ria para liberar 1 µmol de a´cido ace´tico por mi-
nuto, nas condic¸o˜es descritas (Barros e Macedo, 2011).
2.2.2.3 Atividade de protease
A atividade de protease foi medida utilizando-se case´ına como substrato.
Uma al´ıquota de 5 mL de soluc¸a˜o de 1,2% de case´ına pH 6,0 foi transferida
para tubos de ensaio incubados a 35 ◦C por 10 minutos para equilibrar a
temperatura. A estes adicionou-se 1 mL da soluc¸a˜o enzima´tica e seguiu-se a
incubac¸a˜o por exatamente 10 minutos. A reac¸a˜o foi paralisada com 5 mL de
a´cido tricloroace´tico 5% e filtrada em papel Whatman no. 42 apo´s 20 minu-
tos de repouso em banho de gelo. A absorbaˆncia foi medida a 280 nm. Foi
preparado um branco para cada amostra seguindo-se o mesmo procedimento
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para o preparo da amostra, pore´m com a soluc¸a˜o de a´cido tricloroace´tico 5%
adicionada antes da enzima. O substrato case´ına foi preparado adicionando-
se 50 mL de NaOH 0,05 N a 1,2 g de case´ına e agitando-se ate´ completa
dissoluc¸a˜o. A soluc¸a˜o foi ajustada para pH 6,0 com a´cido fosfo´rico 0,1 M e o
volume completado para 100 mL. Uma unidade de atividade de protease foi
definida como a quantidade de enzima capaz de aumentar em uma unidade a
absorbaˆncia do filtrado por minuto de reac¸a˜o (Macedo, 1995).
2.2.2.4 Atividade de α-amilase
A determinac¸a˜o qualitativa de α-amilase foi baseada no me´todo de SKB
(Sandsted, Kneen & Blish), citado por Sato (1991) modificado por Taffarello
(2004). O me´todo se baseia na alterac¸a˜o da propriedade de colorac¸a˜o do
amido com iodo durante a hidro´lise com α-amilase. A colorac¸a˜o da mistura
de reac¸a˜o com reagente de iodo e´ comparada a` colorac¸a˜o da soluc¸a˜o padra˜o
de CoCl2 e K2Cr2O7 em meio a´cido.
Tubos de ensaio contendo 20 mL de soluc¸a˜o 2% de amido solu´vel em tam-
pa˜o fosfato 0,05 M pH 6,0 e 9 mL de a´gua destilada foram incubados a 30
◦C por 10 minutos para equalizar a temperatura. Em seguida, 1 mL da solu-
c¸a˜o enzima´tica foi adicionada e seguiu-se incubac¸a˜o a 30◦C por 30 minutos.
Apo´s este per´ıodo, uma amostra de 1 mL foi retirada da mistura reacional e
adicionada a 5 mL de soluc¸a˜o dilu´ıda de iodo-KI. A colorac¸a˜o obtida dessa
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reac¸a˜o foi comparada visualmente a uma soluc¸a˜o padra˜o, indicando presenc¸a
ou auseˆncia da enzima α-amilase.
A soluc¸a˜o dilu´ıda de iodo-iodeto de pota´ssio (I2-KI) foi preparada a partir
da mistura de 2 mL de soluc¸a˜o estoque (5,5 g de I2 e 11 g de KI em 250 mL
de a´gua destilada) e 20 g de KI dissolvido em 500 mL de a´gua destilada. A
soluc¸a˜o padra˜o e´ constitu´ıda de 25 g de CoCl2-6 H2O e 3,84 g de K2Cr2O7 em
100 mL de HCl 0,01 N.
2.2.2.5 Atividade de celulase
Tubos de ensaio contendo 4 mL de soluc¸a˜o 0,5% de substrato carboxi-
metilcelulose em tampa˜o citrato fosfato 0,05M pH 5,0 foram incubados em
banho-maria a 40◦C por 10 minutos para equalizar a temperatura. Em se-
guida, adicionou-se 1 mL de soluc¸a˜o enzima´tica na concentrac¸a˜o adequada.
O “branco” foi preparado adicionando-se 1 mL de a´gua no lugar da soluc¸a˜o
enzima´tica. Seguiu-se a incubac¸a˜o por mais 20 min. Para paralisar a reac¸a˜o
os tubos foram imersos em banho de gelo. Em seguida, foi feita a determina-
c¸a˜o dos ac¸u´cares redutores formados pelo me´todo de Somogyi-Nelson. Uma
unidade de atividade de celulase foi definida como a quantidade, em µg de
ac¸u´car redutor formado / minuto / mL de extrato enzima´tico (Bhat, 1997;
Macedo et al., 2005).
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Determinac¸a˜o de ac¸u´cares redutores pelo me´todo de Somogyi-Nelson
Foi adicionado 0,5 mL de amostra em tubo de ensaio contendo 1 mL de
reagente SNI, apo´s agitac¸a˜o a mistura foi incubada em banho-maria em ebuli-
c¸a˜o por 6 min, sendo, em seguida, paralisada em banho de gelo. Adicionou-se
1 mL de reagente SNII e, apo´s agitac¸a˜o permaneceu em repouso por 5 min.
Foram adicionados 10 mL de a´gua destilada e a leitura da absorbaˆncia foi
feita a 540 nm contra o “branco” (Somogy, 1952).
2.2.2.6 Atividade de pectinase
Incubou-se uma mistura de 0,5 mL do extrato enzima´tico e 0,5mL de solu-
c¸a˜o de pectina c´ıtrica 0,1% em tampa˜o citrato-fosfato 0,1M pH 5,5 a 40◦C por
20 min. A reac¸a˜o foi interrompida pela inativac¸a˜o enzima´tica por 10 min em
banho em ebulic¸a˜o. O “branco” foi preparado de forma ideˆntica, substituindo-
se a soluc¸a˜o enzima´tica por a´gua destilada, e o controle, tambe´m preparado
da mesma forma, apenas substituindo a soluc¸a˜o enzima´tica por soluc¸a˜o de en-
zima previamente inativada em banho em ebulic¸a˜o por 10 minutos (Rizzatto,
2004; Macedo et al., 2005).
A quantificac¸a˜o dos grupos redutores, expressos como a´cido galacturoˆnico,
foi realizada pelo me´todo de Somogy-Nelson. A atividade de pectinase foi
calculada pela diferenc¸a entre as concentrac¸o˜es dos grupos redutores presen-
tes nas amostras e nos respectivos controles. Uma unidade de atividade de
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pectinase foi definida como a quantidade, em µg de ac¸u´car redutor formado /
minuto / mL de extrato enzima´tico.
2.2.2.7 Atividade de polifenoloxidase
A atividade de polifenoloxidase (PPO) nos extratos do fruto foi determi-
nada de acordo com o me´todo descrito por Oktay et al. (1995) e Lima (1999).
A mistura reacional foi composta de 0,1 mL de extrato enzima´tico na diluic¸a˜o
adequada, 1,2 mL de substrato catecol 0,4% (ou 0,01 M) em tampa˜o fosfato
0,05 M pH 7,0 e 1,7 mL de tampa˜o fosfato 0,05 M pH 7,0. O “branco” foi
preparado misturando-se 1,8 mL de tampa˜o fosfato 0,05 M pH 7,0 e 1,2 mL
de substrato catecol 0,4% (ou 0,01 M) em tampa˜o fosfato 0,05 M pH 7,0.
A reac¸a˜o iniciou-se com a adic¸a˜o do extrato enzima´tico e a leitura foi feita
registrando-se as alterac¸o˜es na absorbaˆncia em intervalos de 30 segundos du-
rante 5 minutos a 420 nm. Uma unidade de atividade de PPO foi definida
como a quantidade da enzima que ocasiona um aumento na absorbaˆncia de
0,001 / min/ g de amostra.
2.2.2.8 Atividade de peroxidase
A atividade de peroxidase foi medida atrave´s da metodologia de Khan e
Robinson (1994). A mistura reacional foi constitu´ıda de 0,1 mL de soluc¸a˜o
enzima´tica na diluic¸a˜o apropriada, 1,5 mL de soluc¸a˜o de guaiacol 1% em tam-
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pa˜o citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0 e 0,4 mL de pero´xido de hidrogeˆnio 0,1 M
dilu´ıdo no tampa˜o de ana´lise adicionado de 1,2 mL do tampa˜o de ana´lise ate´
completar 3,2 mL de mistura final. A reac¸a˜o foi iniciada com a adic¸a˜o do
extrato enzima´tico e a leitura feita registrando-se as alterac¸o˜es na absorbaˆn-
cia em intervalos de 30 segundos durante 5 minutos a 470 nm. Uma unidade
de atividade de peroxidase (PPO) foi definida como a quantidade da enzima
que ocasiona um aumento na absorbaˆncia de 0,001 / min/ g de amostra. O
branco foi preparado substituindo-se a soluc¸a˜o de pero´xido de hidrogeˆnio por
tampa˜o citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0 (Holschuh, 2000).
2.2.2.9 Atividade de fitase
A atividade de fitase em fitato de so´dio foi determinada como descrito por
Shimizu (1992). A mistura de 600 µL de soluc¸a˜o 2 mM de fitato de so´dio em
tampa˜o Tris-HCl 0,1 M pH 7,0 contendo 2 mM de CaCl2 e 150 µL de soluc¸a˜o
enzima´tica foi incubada por 30 minutos em banho-maria a 37 ◦C. Apo´s a in-
cubac¸a˜o, a reac¸a˜o foi paralisada pela adic¸a˜o de 750 µL de soluc¸a˜o 5% a´cido
tricloroace´tico (TCA). A` mistura de reac¸a˜o foi adicionado 1,5 mL do reagente
de cor composto por 4 volumes de 1,5% molibdato de amoˆnio em soluc¸a˜o de
H2SO4 5,5% e 1 volume de soluc¸a˜o 2,7% de sulfato ferroso. O Pi liberado
foi determinado fotometricamente a 700 nm em espectrofotoˆmetro Beckman
DU640. O curso da reac¸a˜o e´ acompanhado por uma curva padra˜o de K2HPO4.
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2.2.2.10 Atividade de tanase
A atividade da enzima tanase foi determinada como descrita por Mondal
et al. (2001). A mistura de 0,3 mL de soluc¸a˜o de a´cido taˆnico (MERCK) 0,7%
(p/v) em tampa˜o acetato 0,2 M pH 5,5 e 0,5 mL de soluc¸a˜o enzima´tica na di-
luic¸a˜o adequada foi incubada a 60 ◦C por 10 minutos. A reac¸a˜o foi paralisada
pela adic¸a˜o de 3 mL de soluc¸a˜o 1 mg/mL de albumina de soro bovino (BSA)
preparada em tampa˜o acetato 0,2 M pH 5,0, contendo 0,17 M de cloreto de
so´dio. A mistura foi em seguida centrifugada a 10000 x g por 15 minutos a
temperatura de 4 ◦C. O precipitado contendo o a´cido taˆnico que a enzima na˜o
hidrolisou foi ressuspenso em 3 mL de soluc¸a˜o SDS-trietanolamina (SDS 1%
(p/v) adicionado de 5% (v/v) de trietanolamina em a´gua destilada) acrescido
de 1 mL de soluc¸a˜o 0,01 M de FeCl3 em 0,01 M de a´cido clor´ıdrico. Este meio
reacional foi dissolvido em 20 mL de a´gua destilada. Apo´s 15 minutos de re-
pouso procedeu-se a medida da absorbaˆncia a 530 nm em espectrofotoˆmetro
(Beckman Coulter DU 640). A atividade enzima´tica foi calculada atrave´s de
uma curva de calibrac¸a˜o preparada com a´cido taˆnico. O tubo “controle” foi
preparado utilizando-se a enzima desnaturada por 10 minutos em banho em
ebulic¸a˜o. Uma unidade de atividade enzima´tica foi definida como a quanti-
dade em µmol do substrato hidrolisado durante 1 minuto de reac¸a˜o por mL
de extrato enzima´tico.
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2.2.3 Determinac¸a˜o da concentrac¸a˜o prote´ica
O me´todo proposto por (Bradford, 1976) para medir o teor de prote´ına e´
simples, ra´pido e bastante sens´ıvel, ale´m de ser pouco suscept´ıvel a` interfereˆn-
cia de reagentes e compostos na˜o prote´icos encontrados em biomole´culas. O
reagente de Bradford foi preparado pela solubilizac¸a˜o de 100 mg do corante
azul de Coomassie em 50 mL de etanol 95%. Esta soluc¸a˜o e´ enta˜o misturada a
100 mL de a´cido fosfo´rico 85% e completada com a´gua destilada ate´ atingir o
volume de 1 L. O reagente foi filtrado em papel Whatman no.1 e estocado em
frasco aˆmbar. Em um tubo de ensaio pipetou-se 1 ml do reagente de Bradford
adicionado de 100 µL do extrato enzima´tico na diluic¸a˜o adequada. A absor-
baˆncia foi medida a 595 nm em espectrofotoˆmetro. A leitura foi feita entre 2 e
60 minutos apo´s a adic¸a˜o do extrato enzima´tico, como recomendado. O tubo
branco foi preparado com a´gua destilada no lugar do reagente de Bradford, e
a curva padra˜o com albumina bovina em diferentes diluic¸o˜es entre 10 e 100
µg/ml (Kruger, 1996).
2.3 Resultados e discussa˜o
O resultado dos testes realizados a fim de se investigar a presenc¸a de algu-
mas enzimas em polpa e ameˆndoa de macau´ba esta´ relatado, qualitativamente,
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Tabela 2.1: Atividade enzima´tica do extrato bruto das
frac¸o˜es polpa e ameˆndoa de macau´ba.












na Tabela 2.1. Polpa e ameˆndoa de macau´ba na˜o apresentaram atividade para
as enzimas protease, α-amilase, tanase e fitase. A enzima esterase foi encon-
trada apenas na ameˆndoa do fruto.
O teor de prote´ına extra´ıdo da ameˆndoa e´ cerca de 10 vezes maior que o
extra´ıdo da polpa (Tabela 2.2). A atividade enzima´tica e atividade enzima´tica
espec´ıfica para cada enzima analisada nas diferentes frac¸o˜es da fruta e me´todos
de extrac¸a˜o sa˜o mostradas nas Tabelas 2.3 e 2.4, onde e´ poss´ıvel observar que
a atividade enzima´tica foi mais expressiva na polpa.
2.3.1 Atividade de lipase
Polpa e ameˆndoa de macau´ba mostraram ser uma fonte relevante de lipase.
O extrato bruto da polpa de macau´ba obtido com tampa˜o fosfato 0,1 M pH
5,0 apresentou atividade de lipase de 33 U/g de polpa, e atividade espec´ıfica
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Tabela 2.2: Teor de prote´ına do extrato bruto das frac¸o˜es polpa e
ameˆndoa de macau´ba extra´ıdas com diferentes soluc¸o˜es tampa˜o.
Prote´ına (mg/ml) Prote´ına (mg/g)*
Extrato bruto pH 5,0
Ameˆndoa 5,6±0,3 31±2
Polpa 0,82±0,09 3,5±0,4
Extrato bruto pH 7,0
Ameˆndoa 6,8±0,5 38±3
Polpa 0,84±0,09 3,6±0,4
Me´dias ± desvio padra˜o de 3 valores. * Valores expressos em relac¸a˜o a`
massa de frac¸a˜o de fruta fresca
Tabela 2.3: Atividade enzima´tica do extrato bruto das frac¸o˜es polpa e ameˆndoa de ma-
cau´ba extra´ıdas com diferentes soluc¸o˜es tampa˜o.
Atividade Enzima´tica (U/g)
Lipase Esterase Pectinase Celulase POD PPO
Extrato bruto pH 5,0
Ameˆndoa 41±3 14±1 207±2 64±5 1501±151 61±3
Polpa 33±3 0,3±0,1 1977±121 440±22 2941±132 135±1
Extrato bruto pH 7,0
Ameˆndoa 25±1 9,8±0,5 219±11 66±4 558±64 58±1
Polpa 27±1 0,3±0,1 2455±49 554 ±38 1810±35 158±1
Me´dias ± desvio padra˜o de 3 valores. Resultados expressos por massa de frac¸a˜o de fruta fresca.
POD: peroxidase; PPO: polifenoloxidase.
Tabela 2.4: Atividade enzima´tica espec´ıfica do extrato bruto das frac¸o˜es polpa e ameˆndoa
de macau´ba extra´ıdas com diferentes soluc¸o˜es tampa˜o.
Atividade Enzima´tica Espec´ıfica (U/mg de prote´ına)
Lipase Esterase Pectinase Celulase POD PPO
Extrato bruto pH 5,0
Ameˆndoa 1,4±0,1 2,6±0,2 6,9±0,1 2,1±0,2 50±5 2,0±0,1
Polpa 9,9±0,9 0,1±0,1 66±4 126±6 844±37 38,7±0,2
Extrato bruto pH 7,0
Ameˆndoa 0,68±0,04 0,27±0,01 7,2±0,4 1,8±0,1 15±2 1,6±0,1
Polpa 8,1±0,3 0,1±0,1 81±2 155±11 507±9 44,2±0,4
Me´dias ± desvio padra˜o de 3 valores. Resultados expressos por massa de frac¸a˜o de fruta fresca.
POD: peroxidase; PPO: polifenoloxidase.
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de 9,9 U/mg de prote´ına, valor maior que o encontrado em la´tex de mama˜o
formosa, com atividade espec´ıfica de 125 U/g (Paques e Macedo, 2006) e
menor que o encontrado por Panzanaro et al. (2010) em lipase de o´leo de
oliva, aproximadamente 80 U/mg de prote´ına.
Caro et al. (2000) mediram a atividade de lipase em extratos brutos de
papa´ına, bromelina e la´tex de E. characias encontrando valores de 55 U/g,
42 U/g e 129 U/g, respectivamente, utilizando triole´ına como substrato. Ao
utilizar tributirina como substrato foram obtidos maiores valores de atividade
de lipase, sendo observado os valores de 1590 U/g, 64 U/g e 10295 U/g para
os extratos brutos de papa´ına, bromelina e la´tex de E. characias, respectiva-
mente. Cambon et al. (2008) estudaram as caracter´ısticas da lipase do fruto
Carica pentagona que apresenta atividade lipol´ıtica de 275 U/g de la´tex em
o´leo de oliva. A semente de mamona e´ considerada, por sua alta atividade,
uma das principais fontes de lipase de origem vegetal. Su et al. (2010) verifica-
ram que a preparac¸a˜o bruta de lipase se semente de mamona apresentou 20,1
U/mg de prote´ına, utilizando-se substrato o´leo de oliva. Em lipase extra´ıda
do mesocarpo de palma foi encontrada atividade espec´ıfica de 33 U/mg de
prote´ına e 190 U/g de polpa (Ebongue et al., 2006).
A presenc¸a de lipase na macau´ba, principalmente no mesocarpo, repre-
senta uma possibilidade de explorac¸a˜o deste fruto para emprego em processos
biotecnolo´gicos. Ha´ uma se´rie de aplicac¸o˜es nas quais a lipase extra´ıda da
polpa de macau´ba poderia atuar, como na hidro´lise de o´leos para s´ıntese de
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e´steres, glicerol e a´cidos graxos, s´ıntese de e´steres a partir de a´lcoois prima´rios
e s´ıntese de aromas. Por esta raza˜o, a caracterizac¸a˜o e o estudo das possibi-
lidades de aplicac¸a˜o desta enzima sa˜o de grande interesse.
2.3.2 Atividade de pectinase
A atividade de pectinase da polpa da macau´ba tambe´m pode ser conside-
rada de grande relevaˆncia. Neste trabalho foi encontrada atividade pectino-
l´ıtica de 2455 U/g de polpa de macau´ba. Wilkins et al. (2007) encontraram
uma atividade de 233 IU/mg de prote´ına para a enzima comercial Pectinex
Ultra SP. A enzima comercial Prozyn Pectizyn 10 apresentou atividade de
9044,4 mg de glicose/g de enzima. The´ et al. (2001) encontraram atividade
de 402,24 U/g em abacaxi Smooth Cayenne.
2.3.3 Atividade de peroxidase
Ha´ diversos estudos que relatam a atividade de peroxidase em frutas, e
mostram que ha´ uma grande variac¸a˜o de atividade dentre os diferentes fru-
tos. Abacaxi pe´rola apresenta alta atividade de peroxidase, com valores de
5624 U/g (Brito et al., 2007) e 6480 U/g (Antoniolli et al., 2003). Azevedo
(2006) encontrou atividade de 7422 U/mL no extrato bruto em manga Tommy
Atkins. Foi encontrada atividade de 2293 U/g em polpa de mac¸a˜ Fuji (Valder-
rama et al., 2001). A polpa de macau´ba apresentou atividade de peroxidase
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de 2941 U/g de polpa fresca extra´ıda em pH 5,0. Figo e morango apresentam
baixa atividade de peroxidase, 25 U/g e 0,314 U/mL (Civello et al., 1995),
respectivamente. Fatibello-Filho e Vieira (2002) estudaram extratos brutos
vegetais como fonte de peroxidase. Dentre os vegetais estudados a abobrinha
foi considerada o de maior atividade enzima´tica (13727 U/mg de prote´ına), o
rabanete apresentou atividade espec´ıfica de 10245 U/mg, a atividade de pe-
roxidase em batata doce foi de 2707 U/mg e do extrato bruto de peˆssego de
107 U/mg de prote´ına. A atividade espec´ıfica de peroxidase encontrada para
a polpa de macau´ba foi de 844 U/mg de prote´ına em extrato em pH 5,0.
2.3.4 Atividade de polifenoloxidase
Ameˆndoa e polpa de macau´ba tambe´m apresentaram atividade de polife-
noloxidase, sendo que na polpa esta atividade e´ mais elevada, com um total de
158 U/g de polpa fresca. Foi obtido atividade de polifenoloxidase igual a 44,2
U/mg de prote´ına em polpa de macau´ba extra´ıda em pH de 7,0. Valderrama
et al. (2001) encontraram atividade de polifenoloxidase de 124,4 U/g em mac¸a˜
Fuji. Azevedo (2006) reportou atividade de 57,3 U/mL em manga Tommy
Atkins madura. Polpa de pinha madura apresentou atividade espec´ıfica de
17,75 U/mg (Lima, 1999).
A polifenoloxidase e´ responsa´vel pelo escurecimento enzima´tico de muitos
vegetais e frutas quando cortados e expostos ao ar. Este escurecimento e´ cau-
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sado pela ac¸a˜o dessa enzima sobre os compostos feno´licos naturais e o oxigeˆnio
atmosfe´rico que sa˜o oxidados a o-quinona, que em seguida pode se polime-
rizar e formar as melaninas. Nos tecidos vegetais, a enzima polifenoloxidase
esta´ localizada nos cloroplastos e sua concentrac¸a˜o (atividade) no tecido ve-
getal depende do local do plantio, per´ıodo da colheita, espe´cie e do estado de
amadurecimento deste, sendo menor em frutos ou vegetais na˜o-amadurecidos
(Fatibello-Filho e Vieira, 2002).
A atividade de enzimas que causam escurecimento foi alta em polpa de
macau´ba, principalmente a polifenoloxidase. Este fato deve ser considerado
durante o processamento do fruto com o objetivo de evitar o escurecimento
de sua polpa.
2.4 Concluso˜es
O extrato bruto da polpa do fruto da palmeira Acrocomia aculeata apresen-
tou valores de atividade catal´ıtica expressivos para lipase, celulase e pectinase,
que sa˜o enzimas de grande interesse comercial. A atividade catal´ıtica de enzi-
mas oxidativas, polifenoloxidase e peroxidase, foi bastante relevante, sendo de
grande importaˆncia sua inativac¸a˜o pre´via durante o processamento do fruto.
Lipases de origem vegetal, apesar de menos estudadas que as de origem mi-
crobiana ou animal, devem ser consideradas como fonte potencial em reac¸o˜es
de biocata´lise. Os dados obtidos revelam a presenc¸a de lipase em polpa de
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macau´ba, indicando a viabilidade de um estudo que permita caracterizar esta
enzima e investigar suas poss´ıveis aplicac¸o˜es.
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3.1 Introduc¸a˜o
As enzimas esta˜o intimamente relacionadas com os processos de biotrans-
formac¸a˜o, que sa˜o modificac¸o˜es espec´ıficas ou interconverso˜es de estruturas
qu´ımicas e, dentre os processos biolo´gicos utilizados nas biotransformac¸o˜es,
as lipases se destacam por sua versatilidade em processos hidrol´ıticos e de
s´ıntese. Sa˜o biocatalisadores de muita importaˆncia em diferentes a´reas, po-
dendo catalisar reac¸o˜es tanto em meio aquoso como em meio orgaˆnico, com
teor de a´gua restrito. Seu potencial de aplicac¸a˜o e´ significativo, principal-
mente, devido a` sua capacidade de utilizac¸a˜o em uma grande diversidade de
substratos, a` sua estabilidade a temperatura, pH e solventes orgaˆnicos, e a`
sua quimio-regio e enantiosseletividade. Entre as lipases, aquelas obtidas de
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vegetais sa˜o interessantes por sua facilidade de obtenc¸a˜o, abundaˆncia e pouca
explorac¸a˜o (Villeneuve, 2003).
O uso e produc¸a˜o de enzimas, em diferentes a´reas da agroindu´stria, apre-
sentam perspectivas futuras promissoras devido a`s va´rias caracter´ısticas ine-
rentes a` ac¸a˜o das enzimas, que sa˜o compostos naturais, biodegrada´veis e capa-
zes de desempenhar reac¸o˜es espec´ıficas sem produzirem produtos secunda´rios
(Lorenzi, 2006).
Neste contexto, as lipases sa˜o enzimas bastante comuns em fontes vegetais,
principalmente sementes e gra˜os, e tambe´m em polpa de frutos ricos em lip´ı-
dios. Tem potencial de aplicac¸a˜o significativo, sendo de grande relevaˆncia nas
a´reas agroalimentar e farmaceˆutica, nas indu´strias de detergentes e cosme´ti-
cos, ale´m de sua importaˆncia na produc¸a˜o de biocombust´ıveis. Assim, e´ de
grande interesse cient´ıfico e comercial o conhecimento das propriedades que
caracterizam novas enzimas produzidas a partir de fontes vegetais, principal-
mente a partir de subprodutos da indu´stria ou de espe´cies da flora brasileira
ainda pouco aproveitadas.
3.2 Material e me´todos
As amostras de macau´ba foram coletadas no munic´ıpio de Ponta Pora˜ -
MS. A coleta foi feita com os frutos que ja´ estavam no solo, em condic¸o˜es
semelhantes de maturac¸a˜o, casca amarelo-esverdeada, firmes e de apareˆncia
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intacta. Os frutos foram descascados e despolpados, para a utilizac¸a˜o da polpa
na produc¸a˜o do extrato enzima´tico bruto. Foi feito um estudo da extrac¸a˜o da
lipase da polpa de macau´ba, a fim de otimizar a metodologia e, em seguida, o
extrato enzima´tico liofilizado de polpa de macau´ba foi submetido a`s ana´lises
tradicionais para caracterizac¸a˜o da lipase: determinac¸a˜o da temperatura e
pH o´timo de atividade e de estabilidade, efeito da adic¸a˜o de sais, inibidores,
ativadores, surfactantes, estabilidade em solventes orgaˆnicos, especificidade
enzima´tica em substratos sinte´ticos e naturais e determinac¸a˜o de paraˆmetros
termodinaˆmicos. Foi feito tambe´m o estudo de poss´ıveis aplicac¸o˜es da enzima
em reac¸o˜es de hidro´lise e esterificac¸a˜o.
3.2.1 Obtenc¸a˜o do extrato enzima´tico bruto de lipase de
macau´ba
Para obtenc¸a˜o do extrato enzima´tico bruto, a polpa de macau´ba foi homo-
geneizada em liquidificador durante 3 minutos, com soluc¸o˜es tampa˜o citrato-
fosfato 0,05M pH 5,0, citrato-fosfato pH 6,0 e tampa˜o fosfato 0,05M pH 7,0.
Apo´s homogeneizac¸a˜o as soluc¸o˜es foram filtradas em gaze e centrifugadas a 4
◦C durante 30 minutos a 10000 x g. O extrato enzima´tico preparado com a
soluc¸a˜o tampa˜o citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 foi preparado novamente com a
adic¸a˜o de diferentes substaˆncias, separadamente: a´cido etilenodiamino tetra-
ce´tico (EDTA) 0,05 M, cloreto de ca´lcio (CaCl2) 0,01 M, ciste´ına 0,002 M e
uma mistura de EDTA e CaCl2. O extrato enzima´tico, obtido em condic¸o˜es
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otimizadas, a partir da adic¸a˜o de soluc¸a˜o tampa˜o citrato-fosfato 0,05M pH 5,0,
a´cido etilenodiamina tetrace´tico (EDTA) 0,05 M e cloreto de ca´lcio (CaCl2)
0,01 M a` polpa de macau´ba, foi liofilizado por 48 horas (liofilizador Liotop
L101) e congelado a -18 ◦C para uso durante as ana´lises de caracterizac¸a˜o.
3.2.2 Semipurificac¸a˜o do extrato enzima´tico bruto de lipase
de macau´ba
O processo de semipurificac¸a˜o do extrato enzima´tico bruto, obtido a partir
da adic¸a˜o de soluc¸a˜o tampa˜o citrato-fosfato 0,05M pH 5,0, a´cido etilenodia-
mina tetrace´tico (EDTA) 0,05 M e cloreto de ca´lcio (CaCl2) 0,01 M a` polpa
de macau´ba, foi feito atrave´s da precipitac¸a˜o com acetona e fracionamento
pela adic¸a˜o de diferentes concentrac¸o˜es de sulfato de amoˆnio.
3.2.2.1 Precipitac¸a˜o com acetona
Ao extrato enzima´tico bruto (3.2.1) foi adicionada acetona a -18 ◦C na
concentrac¸a˜o de 80% sob agitac¸a˜o lenta e constante. A mistura foi mantida
em banho de gelo por 1 hora para a precipitac¸a˜o total das prote´ınas. O preci-
pitado formado foi separado por centrifugac¸a˜o a 10000 x g durante 30 minutos
a 4 ◦C. O excesso de acetona foi removido por evaporac¸a˜o a` pressa˜o ambiente.
O extrato obtido foi homogeneizado em almofariz e conservado a -18 ◦C pro-
tegido da luz e umidade.
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3.2.2.2 Fracionamento com sulfato de amoˆnio
Foi adicionado ao extrato enzima´tico bruto (3.2.1) sulfato de amoˆnio ate´
as concentrac¸o˜es de 20, 40, 60 e 80%(p/v) sob agitac¸a˜o lenta e constante a
5 ◦C. A mistura permaneceu por 10 horas a 4◦C, para total precipitac¸a˜o das
prote´ınas. Apo´s o per´ıodo de decantac¸a˜o, a mistura foi centrifugada a 10.000
x g por 40 minutos a 4◦C. O precipitado foi ressuspendido em pequenas quan-
tidades de soluc¸a˜o de 0,001 M de CaCl2 e dialisado tambe´m contra soluc¸a˜o
de 0,001 M de CaCl2, ate´ total eliminac¸a˜o do sulfato de amoˆnio. Ao te´rmino
da dia´lise, o extrato obtido foi liofilizado e conservado em local protegido da
luz e da umidade a` temperatura de -18◦C.
3.2.3 Determinac¸a˜o da atividade lipol´ıtica por titulac¸a˜o
A atividade enzima´tica da lipase, com azeite de oliva como substrato, foi
determinada no extrato enzima´tico bruto (3.2.1) utilizando-se meio reacional
composto por 5 mL de emulsa˜o preparada com 25% de o´leo de oliva e 75%
de soluc¸a˜o de goma ara´bica 7%, e 2 mL de tampa˜o fosfato de so´dio 0,1 M
pH 7,0, Apo´s 10 minutos de incubac¸a˜o a 37◦C, para equalisar a temperatura,
adiciona-se a esta soluc¸a˜o 1 mL do extrato enzima´tico, seguindo-se incuba-
c¸a˜o em banho a 37◦C com agitac¸a˜o de 180 oscilac¸o˜es por minuto. A reac¸a˜o
foi paralisada atrave´s da adic¸a˜o de 15 mL de soluc¸a˜o acetona:etanol (1:1).
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Os a´cidos graxos liberados foram titulados com soluc¸a˜o de NaOH 0,05 M,
utilizando-se fenolftale´ına 0,5% como indicador. O “branco” foi preparado de
forma ideˆntica substituindo-se a soluc¸a˜o enzima´tica por a´gua destilada. Uma
unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 µmol de a´cido graxo por minuto de reac¸a˜o nas condic¸o˜es do teste
(Macedo, 1995).
3.2.4 Determinac¸a˜o da atividade lipol´ıtica por espectrofo-
tometria
A atividade lipol´ıtica do extrato bruto e extrato bruto liofilizado de se-
mentes de macau´ba foi determinada espectrofotometricamente pela hidro´lise
do substrato sinte´tico p-nitrofenil butirato pNPB. Foram adicionados 70 µL
da soluc¸a˜o enzima´tica a 3,430 mL de uma soluc¸a˜o contendo: 1,12 mM de pNP
e´ster, tampa˜o fosfato pH 7,0 50 mM, Triton X-100 0,2% (v/v) e tetrahidro-
furano 0,43 M. As leituras foram feitas apo´s 5, 10 e 15 minutos de reac¸a˜o a
405 nm. Uma unidade de atividade lipol´ıtica foi definida como a quantidade
de p-nitrofenol liberado (em µmol) por minuto por mL do sobrenadante, sob
as condic¸o˜es especificadas.
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3.2.5 Determinac¸a˜o da concentrac¸a˜o prote´ica
A concentrac¸a˜o de prote´ınas foi determinada pelo me´todo de Bradford
(1976), utilizando-se albumina bovina como padra˜o (Kruger, 1996).
3.2.6 Caracterizac¸a˜o enzima´tica da lipase de macau´ba
A lipase extra´ıda da polpa de macau´ba foi submetida a ensaios para de-
terminac¸a˜o do pH o´timo de atividade e de estabilidade, temperatura o´tima
de atividade e de estabilidade, efeito da adic¸a˜o de sais, ativadores, inibidores
e surfactantes na atividade enzima´tica, estabilidade em solventes orgaˆnicos e
estudo de sua especificidade em diferentes substratos.
3.2.6.1 Determinac¸a˜o do pH o´timo de atividade e de estabilidade da
lipase de macau´ba
A determinac¸a˜o do pH o´timo foi efetuada empregando os tampo˜es acetato
0,1 M na faixa de pH 3,6 a 5,5; tampa˜o fosfato 0,1 M entre pH 6,0 e 7,0; tam-
pa˜o Tris-HCl na faixa de pH 7,0 a 9,0. A estabilidade da enzima em relac¸a˜o
ao pH foi estudada a partir da medida da atividade das soluc¸o˜es enzima´ticas
deixadas em repouso por 24 horas a 30 ◦C preparadas nos diferentes sistemas
tamponantes especificados acima. A medida da atividade enzima´tica foi rea-
lizada de acordo com a Sec¸a˜o 3.2.3.
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3.2.6.2 Determinac¸a˜o da temperatura o´tima de atividade e de estabili-
dade da lipase de macau´ba
O efeito da temperatura na atividade enzima´tica foi determinado de acordo
com a Sec¸a˜o 3.2.3 utilizando-se diferentes temperaturas de incubac¸a˜o entre 30
e 90 ◦C. Para a determinac¸a˜o da estabilidade te´rmica da enzima, as soluc¸o˜es
foram submetidas a tratamentos te´rmicos na mesma faixa de temperatura du-
rante 1 hora, sendo, em seguida, submetidas a` determinac¸a˜o de sua atividade
lipol´ıtica.
3.2.6.3 Efeito de sais na atividade da lipase de macau´ba
A influeˆncia de sais na atividade enzima´tica foi verificada nas concentrac¸o˜es
de 1 e 10 mM . Foi utilizado o sistema de reac¸a˜o descrito em 3.2.3 com adi-
c¸a˜o dos seguintes sais: CaCl2, KCl, HgCl2, MnCl2, CoCl2, K2HPO4, NaNO3,
FeSO4, MgSO4, ZnSO4, MnSO4, K2SO4 e NaHSO3.
3.2.6.4 Efeito de ativadores, inibidores e surfactantes na atividade da
lipase de macau´ba
O efeito de compostos ativadores ou inibidores da lipase foi verificado de
forma semelhante ao efeito de sais na atividade enzima´tica. Os compostos uti-
lizados neste teste foram: EDTA (a´cido etilenodiamino tetra-ace´tico), ure´ia,
a´cido asco´rbico, citrato de so´dio, ciste´ına, β-mercaptoetanol e PMSF (fenil
metil sulfonil fluoreto) nas concentrac¸o˜es de 1 e 10 mM. Foi verificada tam-
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be´m a atividade lipa´sica na presenc¸a de surfactantes, como polietileno glicol
de diferentes massas moleculares (PEG400, PEG6000 e PEG20000), CTAB
(brometo de cetil trimetil amoˆnio), SDS (dodecil-sulfato de so´dio), Triton X-
100 e Tween 80.
3.2.6.5 Estabilidade da lipase de macau´ba em solventes orgaˆnicos
A s´ıntese de compostos de interesse utilizando lipases, muitas vezes e´ mais
efetiva em meio orgaˆnico. A estabilidade da enzima em solventes orgaˆnicos foi
testada a partir da incubac¸a˜o da enzima em cada solvente a 30 ◦C por 1 hora.
Apo´s secagem do solvente com nitrogeˆnio l´ıquido, a enzima foi submetida a`
reac¸a˜o para determinac¸a˜o da atividade enzima´tica residual como descrito na
Sec¸a˜o 3.2.3.
A Tabela 3.1 lista os solventes utilizados, em ordem decrescente de po-
laridade, definidas por sua constante diele´trica e tambe´m pelo valor ET , que
corresponde a` energia de transic¸a˜o para a banda de absorc¸a˜o de maior com-
primento de onda do corante betaina (2) piridinium-N-feno´xido dissolvido,
medido em kcal . mol−1, a partir da Equac¸a˜o 3.1.
ET = h · c · ν ·Na = 2, 859× 10−3 · ν (3.1)
onde h e´ a constante de Planck, c e´ a velocidade da luz, ν e´ o comprimento
de onda correspondente a transic¸a˜o, expresso em cm−1, e Na e´ o nu´mero de
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Avogrado.
Tabela 3.1: Constante diele´trica e ET dos solventes tes-
tados na estabilidade da lipase de macau´ba.








Acetato de etila 6,0 38,9
Hexano 1,9 31,0
Fonte: (Reichardt, 1994)
3.2.6.6 Especificidade da lipase de macau´ba
A especificidade da lipase foi estudada utilizando-se substratos naturais
e sinte´ticos de diferentes tamanhos de cadeia carboˆnica. Foram usados tri-
acetina, tributirina, tricapro´ına, tripalmitina e triole´ına e, dentre os subs-
tratos sinte´ticos, p-nitrofenil acetato (p-NPA), p-nitrofenil butirato (p-NPB),
p-nitrofenil caprilato (p-NPC), p-nitrofenil laurato (p-NPL) e p-nitrofenil pal-
mitato (p-NPP).
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3.2.7 Determinac¸a˜o da atividade de hidro´lise de o´leos e gor-
duras
Em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 1mL de suspensa˜o
enzima´tica na concentrac¸a˜o de 100 mg/mL, 2 mL de tampa˜o fosfato 0,1 M pH
7,0; e 1 g de o´leo de soja, girassol, milho, palma, oliva, canola, linhac¸a, babac¸u
ou manteiga. Os frascos foram incubados a 30 ◦C em banho termostatizado
sob agitac¸a˜o. Foi preparado um sistema de reac¸a˜o para cada um dos seguintes
tempos: 1 h, 2 h, 6 h, 12 h e 24 h. As amostras foram tituladas contra NaOH
0,05 M. A porcentagem de hidro´lise foi calculada pela equac¸a˜o 3.2.
%Hidro´lise =
µmol de a´cido graxo liberado · 100
IS · (100056,1 ) ·m
, (3.2)
em que:
m = massa (g) do o´leo ou gordura utilizada;
IS = I´ndice de saponificac¸a˜o
I´ndice de saponificac¸a˜o corresponde ao nu´mero de miligramas de hidro´xido
de pota´ssio requerido para neutralizar os a´cidos e saponificar os e´steres de 1,0
g de o´leo ou gordura. Indica a capacidade de formac¸a˜o de sais de a´cidos gra-
xos da amostra, em meio alcalino e a quente (Macedo, 1995).
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3.2.8 Atividade de esterificac¸a˜o da lipase de macau´ba
As reac¸o˜es de esterificac¸a˜o com o extrato enzima´tico de lipase semipuri-
ficado e liofilizado, foram realizadas em tubos de vidro cil´ındricos de 10 cm
de comprimento e 4 cm de diaˆmetro com duas tampas: uma interna, do tipo
selo, e outra externa com rosca. Os sistemas de reac¸a˜o sa˜o compostos por
0,1 g de a´cido e 7,5 mL de a´lcool, 10 pe´rolas de vidro e extrato enzima´tico
semipurificado numa proporc¸a˜o de 2,5% (m:m) com relac¸a˜o a massa total do
sistema. Para isso foram utilizados os a´cidos com diferentes tamanhos de ca-
deia, ole´ico, estea´rico, palmı´tico, la´urico, capr´ılico e but´ırico em reac¸a˜o com
2-butanol. Para cada combinac¸a˜o, foi determinada a porcentagem de esterifi-
cac¸a˜o em meio livre de solvente e a´gua. Aos sistemas previamente equilibrados
a 30 ◦C foi adicionado o extrato enzima´tico. As reac¸o˜es foram realizadas a 30
◦C com agitac¸a˜o de 130 rpm apo´s 10, 24 e 48 h. Para cada um dos sistemas
foi preparado um ensaio que representou as condic¸o˜es do sistema sem a pre-
senc¸a da enzima, e um tubo “branco”, sem enzima para verificac¸a˜o da taxa de
esterificac¸a˜o qu´ımica (espontaˆnea) do sistema nas condic¸o˜es descritas.
A ana´lise das porcentagens de esterificac¸a˜o, nestes ensaios, foi feita atrave´s
de titulac¸a˜o do a´cido residual do sistema apo´s 10, 24 e 48 horas de reac¸a˜o,
utilizando NaOH 0,05 M e fenolftale´ına 0,5% em etanol para observac¸a˜o do
ponto de viragem. A porcentagem de esterificac¸a˜o foi calculada considerando
100% de a´cido graxo livre no tempo zero de reac¸a˜o, e subtraindo a porcenta-
gem residual de a´cido livre (Macedo, 1995).
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3.2.9 Termoestabilidade enzima´tica da lipase de macau´ba:
determinac¸a˜o de paraˆmetros cine´ticos e termodinaˆmi-
cos
Tubos de ensaio contendo 7 mL de soluc¸a˜o do extrato enzima´tico bruto
da lipase extra´ıda da polpa de macau´ba foram incubados a 30, 35, 40, 50 e
60 ◦C. Al´ıquotas de 1 mL foram retiradas aos 30, 60, 90, 120 e 240 minutos
para as temperaturas de 30, 35 e 40 ◦C; e 10, 20, 30, 60 e 90 minutos para
as temperaturas de 50 e 60 ◦C, sendo imediatamente resfriadas em banho
de gelo por 3 minutos. Em seguida, foi determinada a atividade residual de
lipase usando o me´todo descrito na Sec¸a˜o 3.2.3. Considerou-se a atividade da
lipase sem tratamento te´rmico como 100% e a atividade residual relativa da
enzima foi calculada como apresentado na equac¸a˜o 3.3, onde A e´ a atividade
relativa de lipase (%); Ut equivale a` me´dia das atividades de lipase em cada
tempo de acompanhamento e U0 equivale a` me´dia das atividades de lipase
sem tratamento te´rmico (t = 0 min).
A = (Ut/U0)× 100 (3.3)
Os paraˆmetros cine´ticos Kd, t1/2, valor D, valor Z, e os paraˆmetros ter-
modinaˆmicos Ead, ∆H, ∆G e ∆S, foram determinados a partir dos valores de
atividade residual obtidos atrave´s da equac¸a˜o 3.3, ajustados graficamente em
modelos de curvas teo´ricas para verificar o perfil da cine´tica de desnaturac¸a˜o
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enzima´tica da lipase de polpa de macau´ba (Barros e Macedo, 2011).
3.2.9.1 Constante de desnaturac¸a˜o (Kd)
Considerando-se para esta enzima um modelo de cine´tica de desnaturac¸a˜o
enzima´tica de primeira ordem, pode-se escrever a equac¸a˜o 3.4, onde rd cor-
responde a taxa de desnaturac¸a˜o (U/t), Ut e´ a atividade enzima´tica em um
determinado momento, t e´ o tempo em minutos e Kd e´ a taxa constante de
desnaturac¸a˜o para cada temperatura.
−rd = −dUt/dt = Kd.Ut (3.4)
Por integrac¸a˜o da equac¸a˜o 3.4 obtem-se a equac¸a˜o 3.5, onde Ut corres-
ponde a atividade enzima´tica apo´s um per´ıodo de tempo t e Uo e´ a atividade
enzima´tica inicial sem tratamento te´rmico.
Ut = U0exp(−Kd.t) (3.5)
Assim, os logaritmos naturais de Ut/Uo obtidos ao longo do acompanha-
mento do estudo da termoestabilidade da lipase, foram plotados em func¸a˜o do
tempo para o ca´lculo de Kd (min−1). O valor da inclinac¸a˜o da reta de regres-
sa˜o linear dos dados experimentais foi considerado como sendo a constante de
desnaturac¸a˜o (Kd) na temperatura avaliada.
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3.2.9.2 Meia-vida (t1/2)
Corresponde ao intervalo de tempo necessa´rio, em uma temperatura deter-
minada, para que a enzima tenha sua atividade reduzida a 50% da atividade
inicial. Este paraˆmetro foi determinado a partir de Kd utilizando a equa-
c¸a˜o 3.6.
t1/2 = −ln(0, 5)/Kd (3.6)
3.2.9.3 Valor de reduc¸a˜o decimal (valor D)
O valor D corresponde ao tempo necessa´rio em minutos para reduzir a
velocidade de reac¸a˜o a 10% do valor inicial. Este paraˆmetro foi calculado a






Este paraˆmetro indica a variac¸a˜o de temperatura requerida em um sistema
para que ocorra a reduc¸a˜o de um ciclo logar´ıtmico na velocidade de reac¸a˜o,
ou seja, perda de 90% da atividade enzima´tica. O valor Z foi determinado
graficamente pelo inverso da inclinac¸a˜o da reta obtida a partir da relac¸a˜o gra´-
fica de log(D)× temperatura.
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3.2.9.5 Energia de ativac¸a˜o da desnaturac¸a˜o (Ead)
Considerando-se que a perda de atividade enzima´tica devido a desnatura-
c¸a˜o ocorre segundo uma taxa constante (Kd) nas diferentes temperaturas, e´
poss´ıvel estimar a energia de ativac¸a˜o da desnaturac¸a˜o (Ead). A energia re-
querida para promover a ativac¸a˜o da desnaturac¸a˜o pode ser determinada pelo
ajuste dos dados experimentais ao modelo de Arrhenius (equac¸a˜o 3.8), onde
k corresponde a velocidade de reac¸a˜o, Ea a energia de ativac¸a˜o aparente, R a
constante universal dos gases (8, 314Jmol−1K−1) e T a temperatura absoluta
(K).
ln k = −Ea/RT + lnKd (3.8)
Assim, a energia requerida para promover a ativac¸a˜o da desnaturac¸a˜o pode
ser determinada pela inclinac¸a˜o da reta (−Ea/R) obtida a partir da lineari-
zac¸a˜o proposta por Arrhenius na forma de ln(Kd) · 1/T .
3.2.9.6 Entalpia (∆H)
A entalpia de desnaturac¸a˜o refere-se a` quantidade de calor necessa´ria para
desnaturar uma enzima. Este paraˆmetro foi calculado para cada temperatura
a partir da equac¸a˜o 3.9.
∆H = Ead−R.T (3.9)
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3.2.9.7 Energia livre (∆G)
Os valores de energia livre da inativac¸a˜o nas diferentes temperaturas fo-
ram calculados a partir da constante do processo de inativac¸a˜o, conforme a
equac¸a˜o 3.10, onde h e´ a constante de Planck (6, 6262 · 10−34J.s) e KB e´ a
constante de Boltzmann (1, 3806x10−23J.K−1).
∆G = −R.T. ln(Kd · h/(KB · T )) (3.10)
3.2.9.8 Entropia (∆S)
A entropia de desnaturac¸a˜o e´ a quantidade de energia por grau de tem-
peratura envolvida na transic¸a˜o do estado nativo para o estado desnaturado.
Este paraˆmetro foi calculado a partir da equac¸a˜o 3.11.
∆S = (∆H −∆G)/T (3.11)
3.3 Resultados e discussa˜o
3.3.1 Estudo da extrac¸a˜o da lipase de polpa de macau´ba
Na primeira etapa foram realizados ensaios com diferentes sistemas tam-
pa˜o, citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0, citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0 e tampa˜o
fosfato 0,05 M pH 7,0; a fim de se determinar o melhor pH para extrac¸a˜o
da lipase em polpa de macau´ba. A concentrac¸a˜o de prote´ına variou de 3,6 a
5,2 mg/g de polpa, e o extrato preparado com tampa˜o fosfato 0,05 M pH 7,0
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apresentou o maior rendimento de extrac¸a˜o (Figure 3.1). A maior atividade
espec´ıfica (14,7 U mg−1 de prote´ına), no entanto, foi conseguida com a lipase
extra´ıda com tampa˜o citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0 (Figure 3.2).
Figura 3.1: Teor de prote´ına dos extratos enzima´ticos de polpa de macau´ba extra´ıdos
com diferentes soluc¸o˜es tampa˜o, expresso em mg prote´ına/g de polpa de macau´ba.
Figura 3.2: Atividade espec´ıfica de lipase dos extratos enzima´ticos de polpa de
macau´ba extra´ıdos com diferentes soluc¸o˜es tampa˜o, expressa em U/mg de prote´ına.
A partir deste resultado foi feita a extrac¸a˜o da enzima em soluc¸a˜o tampa˜o
citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0 com diferentes aditivos, EDTA 0,05 M, CaCl2
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0,01 M, ciste´ına 0,002 M e uma mistura de EDTA e CaCl2; com o objetivo
de investigar seus efeitos durante o processo de extrac¸a˜o da lipase.
A presenc¸a de EDTA e CaCl2 resultou em perda de rendimento da quan-
tidade de prote´ına extra´ıda, enquanto que a adic¸a˜o de ciste´ına aumentou a
concentrac¸a˜o proteica para 3,8 mg/g de polpa (Figura 3.3). Todos os aditivos
empregados neste estudo contribu´ıram para o aumento da atividade enzima´-
tica quando comparado ao extrato preparado somente com a soluc¸a˜o tampa˜o.
A presenc¸a de EDTA, acrescido ou na˜o de cloreto de ca´lcio, aumentou em ate´
duas vezes a atividade da lipase (Figura 3.4).
Figura 3.3: Teor de prote´ına dos extratos enzima´ticos de polpa de macau´ba extra´ıdos
com tampa˜o citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0 com diferentes aditivos, expresso em mg
prote´ına/g de polpa de macau´ba. Controle: extra´ıdo com tampa˜o citrato-fosfato
0,05 M pH 5,0 sem utilizac¸a˜o de aditivos.
Os valores obtidos para atividade da lipase de polpa de macau´ba sa˜o com-
pat´ıveis com as atividades de outras lipases de origem vegetal. Villeneuve
(2003) reportou atividades de lipase de 42 e 55 U/g de extrato bruto de bro-
81
Figura 3.4: Atividade espec´ıfica de lipase dos extratos enzima´ticos de polpa de ma-
cau´ba extra´ıdos com tampa˜o citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0 com diferentes aditivos,
expressa em U/mg de prote´ına. Controle: extra´ıdo com tampa˜o citrato-fosfato 0,05
M pH 5,0 sem utilizac¸a˜o de aditivos.
melina e papa´ına, respectivamente. A atividade da lipase em mesocarpo de
azeitona foi determinada por Panzanaro et al. (2010) em diferentes esta´dios de
amadurecimento, sendo a ma´xima atividade encontrada no valor de 80 µmol
de a´cido ole´ico/min/mg de prote´ına. Neste estudo Panzanaro et al. (2010)
tambe´m observaram que a adic¸a˜o de ca´lcio no meio reacional provocava um
aumento na atividade da lipase.
A lipase da semente de mamona foi estudada por Su et al. (2010), que
encontraram atividade espec´ıfica de 20,1 U/mg de prote´ına e por Eastmond
(2004) tambe´m estudou as propriedades da lipase de semente de mamona e
observou um pequeno aumento da atividade a partir da adic¸a˜o de Ca2+ no
meio reacional e uma pequena inibic¸a˜o da atividade na presenc¸a de EDTA. A
adic¸a˜o de ciste´ına, apesar de aumentar o teor de prote´ına extra´ıda causou um
82
decre´scimo na atividade espec´ıfica da lipase da polpa de macau´ba. A mesma
situac¸a˜o foi observada por Kapranchkov et al. (2004) em um estudo sobre
lipase isolada de ge´rmen de trigo extra´ıda com diferentes soluc¸o˜es, que en-
contraram maior atividade na enzima extra´ıda com soluc¸a˜o tampa˜o contendo
EDTA.
O extrato obtido com soluc¸a˜o tampa˜o citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0 con-
tendo EDTA 0,05 M e CaCl2 0,01 M, que apresentou a maior valor de ati-
vidade espec´ıfica, foi purificado parcialmente por precipitac¸a˜o com acetona e
por fracionamento com sulfato de amoˆnio utilizando diferentes concentrac¸o˜es.
(Tabela 3.2).
A semipurificac¸a˜o, independente da fonte enzima´tica, tem por objetivo
concentrar o conteu´do de prote´ınas, favorecendo o aumento da atividade en-
zima´tica e, consequentemente, facilitar o estudo de suas propriedades. A
precipitac¸a˜o e´ uma forma simples de concentrac¸a˜o da enzima que pode ser
efetuada por adic¸a˜o de sais, solventes orgaˆnicos, soluc¸o˜es de pol´ımeros ou por
alterac¸a˜o do pH (Freire e Castilho, 2008). Ha´ va´rios estudos que relatam o
emprego de sais de sulfato de amoˆnio e solventes orgaˆnicos para concentrac¸a˜o
de enzimas lipol´ıticas de origem vegetal (Yesiloglu e Baskurt, 2008; Sagiroglu
e Arabaci, 2005; Sana et al., 2004; Abigor et al., 2002). No entanto, solventes
orgaˆnicos podem, em alguns casos, levar a` inativac¸a˜o enzima´tica.
A precipitac¸a˜o com sulfato de amoˆnio baseia-se na teoria do “salting-out”,
onde e´ adicionada ao extrato de interesse uma grande quantidade de sal,
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Tabela 3.2: Atividade da lipase da polpa de macau´ba durante o processo de semipurifica-
c¸a˜o.
Etapas de Prote´ına total Atividade total Atividade espec´ıfica Fator de Rendimento
semipurificac¸a˜o (mg) (U) (U/mg) purificac¸a˜o (%)
Extrato bruto 185±7 6593±793 36± 3 1 100
Acetona 61±1 637±58 10±1 0,29 33
(NH4)2SO4 20% - - - - -
(NH4)2SO4 40% 33± 1 121±1 3,7±0,2 0,10 18
(NH4)2SO4 60% 42±1 200±70 5±1 0,13 23
(NH4)2SO4 80% 49±2 391±47 8±1 0,23 26
Me´dias ± desvio padra˜o de 3 valores.
deixando o meio com elevada forc¸a ioˆnica. Dessa forma, as mole´culas de
a´gua interagem mais fortemente com ı´ons provenientes da dissociac¸a˜o do sal,
promovendo desidratac¸a˜o das prote´ınas. Durante esse processo, as forc¸as de
interac¸a˜o entre as prote´ınas se tornam mais fortes, diminuindo a solubilidade
da mesma em meio aquoso e propiciando sua precipitac¸a˜o (Barros e Macedo,
2011).
O rendimento de lipase obtido a partir da precipitac¸a˜o em acetona ou
sulfato de amoˆnio em qualquer concentrac¸a˜o final foi baixo, e a atividade
espec´ıfica foi menor nos extratos semipurificados atrave´s de precipitac¸a˜o em
sulfato de amoˆnio.
3.3.2 Caracterizac¸a˜o enzima´tica
A lipase extra´ıda da polpa de macau´ba apresentou atividade ma´xima a 40
◦C (Figura 3.5), e permaneceu esta´vel na faixa de temperatura entre 25 e 40
◦C (Figura3.6). Em temperaturas superiores a 40 ◦C a estabilidade da enzima
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decresceu em mais de 50%.
Lipase de ge´rmen de trigo apresentou temperatura o´tima de 37 ◦C, e insta-
bilidade em temperaturas superiores a 40 ◦C, permanecendo com aproximada-
mente 20% de sua atividade inicial em temperaturas elevadas (Kapranchkov
et al., 2004). Lipases de mamona se mostraram bastante esta´veis em tempe-
raturas entre 30 e 70 ◦C (Su et al., 2010).
Figura 3.5: Temperatura o´tima de atividade de lipase da polpa de macau´ba.
A lipase de macau´ba apresentou atividade o´tima em pH 5,5 (Figura 3.7) e
maior estabilidade na faixa de pH 5,5 e 7,0 (Figura 3.8). Dentre as lipases de
origem vegetal, a lipase da semente de mamona e´ a mais estudada, com di-
versos trabalhos sobre sua caracterizac¸a˜o, purificac¸a˜o e aplicac¸o˜es (Ory et al.,
1962; Eastmond, 2004; Su et al., 2010). A lipase da mamona tem duas iso-
enzimas, sendo que uma delas tem alta atividade na semente na˜o germinada,
e apresenta atividade o´tima em pH 4,2. A lipase de polpa de macau´ba tam-
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Figura 3.6: Efeito da temperatura na estabilidade da lipase em polpa de macau´ba.
be´m apresenta atividade o´tima em pH a´cido. Outras lipases vegetais tambe´m
tem pH o´timo de atividade a´cido, como a lipase extra´ıda do mesocarpo de
azeitona, com pH o´timo de 5,0 (Panzanaro et al., 2010).
O estudo da atividade enzima´tica na presenc¸a de diferentes sais, mostra
que a lipase extra´ıda da polpa de macau´ba foi inibida pela ac¸a˜o de FeSO4,
ZnSO4 e HgCl2. Sais contendo os ı´ons K2+ e Mg2+ exerceram leve inibic¸a˜o
sobre a atividade da lipase. A enzima foi levemente ativada na presenc¸a de
NaNO3 e NaHSO4 (Figura 3.9). Lipase extra´ıda da mamona foi inibida na
presenc¸a de Zn2+ e Co2+, e ativada na presenc¸a de Mn2+, Na+ e Ca2+ (Su
et al., 2010). Em estudo realizado com lipase extra´ıda da polpa de azeitona,
Panzanaro et al. (2010) verificaram que a atividade da enzima permanece
praticamente inalterada em tratamentos com diferentes ı´ons, uma vez que
todos os sais testados produzem alterac¸o˜es pouco relevantes na atividade da
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Figura 3.7: pH o´timo de atividade de lipase da polpa de macau´ba.
Figura 3.8: Efeito do pH na estabilidade da lipase da polpa de macau´ba.
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enzima, com excec¸a˜o de CuCl2.
A inibic¸a˜o provocada por ı´ons Hg2+ sugere a presenc¸a de ciste´ına no s´ıtio
ativo da enzima, pois este reage com grupos sulfidrila. A lipase apresentou
uma inibic¸a˜o relevante na presenc¸a de 10 mM de HgCl2, e reduc¸a˜o de apenas
20% de sua atividade relativa em concentrac¸a˜o de 1,0 mM do sal. Outros es-
tudos que tambe´m sugeriram a presenc¸a de serina no s´ıtio ativo apresentaram
maior grau de inibic¸a˜o, onde concentrac¸o˜es menores que 1 mM de HgCl2 redu-
ziram a 17% a atividade de lipase em mamona e inibic¸a˜o integral da atividade
em lipase de amendoim (Eastmond, 2004; Panzanaro et al., 2010).
Figura 3.9: Efeito de diferentes sais na atividade da lipase da polpa de macau´ba.
A Figura 3.10 mostra o efeito de diferentes substaˆncias na atividade da
enzima. Citrato de so´dio, ciste´ına e β-mercaptoetanol inibem a enzima mode-
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radamente. Nota-se que a lipase e´ levemente ativada na presenc¸a de PMSF e
a´cido asco´rbico. Assim como em lipases de semente de mamona e de o´leo de
oliva, a lipase de macau´ba apresenta leve inibic¸a˜o, de 20% do valor da ativi-
dade controle, na presenc¸a de 10 mM de EDTA, enquanto estudos realizados
em lipases de palma e milho apresentaram inibic¸a˜o total (Panzanaro et al.,
2010; Eastmond, 2004). A inibic¸a˜o causada por EDTA depende da forc¸a de
interac¸a˜o no complexo formado entre o composto EDTA e ca´tions divalentes
possivelmente presentes no s´ıtio ativos de enzimas, como Fe2+, Zn2+, Cu2+,
entre outros (Whitaker, 1994).
Figura 3.10: Efeito de ativadores e inibidores na atividade da lipase em polpa de
macau´ba.
Os agentes tensoativos ou surfactantes sa˜o mole´culas compostas por uma
porc¸a˜o hidrof´ılica e uma porc¸a˜o hidrofo´bica. As mole´culas tensoativas em
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soluc¸a˜o aquosa podem exibir diversos tipos de comportamento, dependendo
da concentrac¸a˜o e caracter´ısticas da soluc¸a˜o. A ligac¸a˜o de surfactantes a
prote´ınas e´ influenciada por algumas varia´veis tais como, a natureza e o com-
primento da cadeia do surfactante, pH, forc¸a ioˆnica, temperatura e a natureza
da prote´ına (Polizelli, 2008).
Neste estudo, a maioria dos surfactantes estudados na˜o provocou alterac¸a˜o
relevante na atividade da lipase de macau´ba. (Figura 3.11). SDS, um surfac-
tante anioˆnico, ativou a enzima em cerca de 30% na concentrac¸a˜o de 10 mM,
resultado que contradiz os resultados obtidos por outros estudos com lipases e
esterases. Lipase de Pachira aquatica e´ inibida por SDS, perdendo ate´ 10% de
sua atividade em concentrac¸o˜es ate´ 10 mM e ate´ 60% de sua atividade inicial
em concentrac¸o˜es de 50 mM (Polizelli, 2008). Com esterase de soja, apesar da
adic¸a˜o de SDS em baixas concentrac¸o˜es, de 1 e 5 mM, aumentar a atividade
em mais de 100%, concentrac¸o˜es maiores de 10 mM inibem completamente a
atividade da enzima (Barros e Macedo, 2011).
O surfactante catioˆnico testado foi o CTAB, que causou leve inibic¸a˜o na
lipase de macau´ba. Polizelli (2008) reporta moderada ativac¸a˜o de lipase de Pa-
chira aquatica em qualquer concentrac¸a˜o de CTAB, e Barros e Macedo (2011)
observaram inibic¸a˜o em esterase de soja em concentrac¸a˜o de 10 mM. Os sur-
factantes na˜o-ioˆnicos, Tween-80 e Triton-X-100, causaram leve inibic¸a˜o da
enzima em ambas as concentrac¸o˜es testadas. Barros e Macedo (2011) e Poli-
zelli (2008) tambe´m observaram decre´scimo na atividade das enzimas esterase
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de soja e lipase de Pachira aquatica na presenc¸a de surfactantes na˜o-ioˆnicos,
pore´m em maior grau, chegando a mais de 50% de inibic¸a˜o na concentrac¸a˜o
de 10 mM.
O polietilenoglicol (PEG) e´ um pol´ımero sinte´tico, solu´vel em a´gua, ato´-
xico, muito utilizado em biotecnologia. A influeˆncia de mole´culas de PEG
na atividade catal´ıtica de algumas enzimas foi verificada em alguns estudos
reportados na literatura. A atividade de fosfofrutoquinase e da gliceralde´ıdo
1,3 bifostato desidrogenase e´ 1,3 e 1,55 vezes maior na presenc¸a de PEG. Esse
efeito pode ser atribu´ıdo a` hidrofobicidade das enzimas, a` atividade de a´gua, a`
exclusa˜o este´rica ou ao estresse osmo´tico (Polizelli, 2008). Estudos da intera-
c¸a˜o de PEG e lisozima mostraram que independentemente da massa molecular
na˜o ocorreu influeˆncia na atividade da enzima. A atividade de uma enzima
esta´ relacionada ao seu s´ıtio catal´ıtico e a` sua estrutura; assim, dependendo
da estrutura e s´ıtio ativo de uma enzima pode ocorrer o aumento ou diminui-
c¸a˜o da atividade na presenc¸a de PEG. Dessa forma, predizer o efeito de PEG
no comportamento das enzimas de forma generalizada e´ bastante complicado
(Pancera, 2006).
O tratamento de lipase de polpa de macau´ba com polietilenoglicol causou
uma ativac¸a˜o da enzima com PEG de determinadas massas moleculares e
concentrac¸o˜es. PEG de maior massa molecular foi capaz de ativar a enzima
em 30% na concentrac¸a˜o de 10 mM, pore´m causou inibic¸a˜o de cerca de 20%
na concentrac¸a˜o de 1 mM. Em contrapartida, na presenc¸a de PEG de menor
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massa molecular, 0,4 kDa, a enzima foi levemente inibida quando se usou
soluc¸a˜o a 10 mM e foi ativada em soluc¸a˜o de 1 mM. Polizelli (2008) observou
ativac¸a˜o da lipase de Pachira aquatica em tratamento com PEG de diferentes
massas moleculares e concentrac¸o˜es, sendo a ativac¸a˜o ma´xima na presenc¸a do
PEG de maior massa molecular testada.
Figura 3.11: Efeito de diferentes surfactantes na atividade da lipase em polpa de
macau´ba.
A lipase extra´ıda da polpa de macau´ba e´ relativamente esta´vel na presenc¸a
de solventes orgaˆnicos. O u´nico solvente capaz de ativar a enzima foi o he-
xano, u´nico solvente apolar empregado neste estudo. No entanto, e´ poss´ıvel
perceber tambe´m que os solventes na˜o causam uma inibic¸a˜o relevante, ja´ que
a atividade apo´s tratamento com estes solventes foi pelo menos de 60% do
valor de atividade da enzima sem tratamento. A inibic¸a˜o da atividade enzi-
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ma´tica foi maior para solventes de maior polaridade, como etanol e metanol,
e tambe´m para o acetato de etila (Figura 3.12).
Figura 3.12: Efeito de diferentes solventes orgaˆnicos na atividade da lipase da polpa
de macau´ba.
Os testes para especificidade mostram que a enzima e´ verdadeiramente
uma lipase, visto que apresenta maior atividade em a´cidos graxos com cadeias
carboˆnicas me´dias e longas (Figuras 3.13 e 3.14), caracter´ıstica que as diferen-
ciam de esterases. Embora as esterases sejam enzimas lipol´ıticas, elas apre-
sentam maior afinidade por a´cidos graxos de cadeia carboˆnica curta, menor
que 6 carbonos (Lopes et al., 2011). Segundo Hellyer et al. (1999), as lipases
vegetais apresentam seletividade para o a´cido graxo dominante na semente.
De fato, a lipase de macau´ba apresentou maior afinidade pelos triacilglicero´is
constitu´ıdos de a´cido ole´ico e palmı´tico, que representam, repectivamente, 66
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e 16% do total de a´cidos graxos da polpa do fruto (Hiane et al., 2005; Coim-
bra e Jorge, 2012). Observou-se novamente que a lipase da polpa de macau´ba
apresentou baixa atividade em a´cidos graxos de cadeia curta. Sua atividade
relativa foi de aproximadamente 40% para p-NPB e p-NPC e de 20% para
p-NPA, mostrando mais uma vez que a lipase em questa˜o e´ espec´ıfica para
e´steres de a´cidos graxos de cadeia longa. Dentre os o´leos e gorduras testados,
o o´leo de oliva foi o substrato sobre o qual a lipase apresentou a maior ati-
vidade relativa, seguido do o´leo de palma, que conte´m majoritariamente os
a´cidos graxos ole´ico e palmı´tico (Figura 3.15).
Figura 3.13: Atividade da lipase em polpa de macau´ba em diferentes substratos
naturais.
A definic¸a˜o usada para a lipase, em que se diz que lipase e´ uma enzima
capaz de hidrolisar triacilglicero´is se tornou insuficiente frente a`s possibilida-
des de aplicac¸a˜o biotecnolo´gica desta enzima. Vorderwulbeck et al. (1992)
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Figura 3.14: Atividade da lipase em polpa de macau´ba em diferentes substratos
sinte´ticos. p-NPA: p-nitrofenil acetato, p-NPB: p-nitrofenil butirato, p-NPC: p-
nitrofenil caprilato, p-NPL: p-nitrofenil laurato, p-NPP: p-nitrofenil palmitato.
Figura 3.15: Atividade da lipase em polpa de macau´ba em diferentes o´leos e gordu-
ras.
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propuseram uma nova classificac¸a˜o para as lipases, como enzimas que cata-
lisam reac¸o˜es de hidro´lise e tambe´m de s´ıntese de e´steres de a´cidos graxos,
capazes de atuar independentemente da presenc¸a de uma interface o´leo-a´gua,
sob condic¸o˜es e paraˆmetros bem definidos, mantendo sua atividade catal´ıtica
em soluc¸o˜es orgaˆnicas ou na˜o (Lopes et al., 2011).
Outros autores investigaram a especificidade de lipases de origem vegetal
em diferentes o´leos e gorduras. A atividade de hidro´lise do o´leo de semente
de mamona foi testado em diferentes o´leos vegetais, apresentando atividade
relativa ma´xima em o´leo de mamona, gergelim e algoda˜o e mostrou atividade
relativa de ate´ 50% em o´leo de girassol e soja (Su et al., 2010).
3.3.3 Aplicac¸a˜o da lipase de polpa de macau´ba em reac¸o˜es
de hidro´lise e esterificac¸a˜o
A lipase estudada na˜o apresenta ac¸a˜o relevante em reac¸o˜es de hidro´lise,
seu potencial de aplicac¸a˜o se destaca na s´ıntese de e´steres de a´cidos graxos. A
Figura 3.16 mostra o percentual de esterificac¸a˜o da lipase atrave´s da reac¸a˜o
entre 2-butanol e a´cidos graxos de diferentes tamanhos de cadeia carboˆnica. E´
poss´ıvel notar que a´cidos de cadeia saturada com maior nu´mero de carbonos
sa˜o esterificados com maior eficieˆncia. E´ o caso do a´cido estea´rico (C18:0), que
apresentou 60% de esterificac¸a˜o apo´s 48 horas de reac¸a˜o. Lipase produzida a
partir de Burkholderia multivorans apresentou taxa de 50% de esterificac¸a˜o de
va´rios e´steres, com atividade ma´xima na s´ıntese de etil butirato, apo´s 40 horas
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de reac¸a˜o (Dandavate et al., 2009). Neste mesmo estudo, a lipase imobilizada
aumentou seu potencial de esterificac¸a˜o para 100%, mostrando a viabilidade
de sua aplicac¸a˜o em reac¸o˜es de s´ıntese. A partir desta ana´lise, e´ poss´ıvel dizer
que a lipase extra´ıda da polpa de macau´ba podera´ ser usada para reac¸o˜es
de s´ıntese de e´steres, inclusive em sistemas orgaˆnicos na˜o-aquosos, ja´ que a
enzima e´ bastante esta´vel em solventes orgaˆnicos.
Su et al. (2010) encontraram resultados semelhantes para lipase de se-
mentes de mamona. Neste caso, foi observado um aumento na atividade
de esterificac¸a˜o diretamente proporcional ao aumento do tamanho da cadeia
carboˆnica e ainda uma maior atividade de esterificac¸a˜o em a´cidos graxos sa-
turados quando comparado a um a´cido graxo insaturado de mesmo tamanho
de cadeia carboˆnica.
Figura 3.16: Porcentagem de esterificac¸a˜o de a´cidos graxos itilizando-se a lipase da
polpa de macau´ba em ate´ 48 horas de reac¸a˜o.
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3.3.4 Termoestabilidade da lipase da polpa de macau´ba
O comportamento cine´tico da estabilidade te´rmica da lipase de polpa de
macau´ba e´ mostrado na Figura 3.17, onde e´ poss´ıvel observar o comporta-
mento da atividade da enzima em cada temperatura ao longo do tempo de
incubac¸a˜o. A atividade relativa da lipase decresceu com o tempo de incuba-
c¸a˜o. Apo´s 240 minutos de incubac¸a˜o a 40 ◦C a enzima apresentou mais de
60% de decre´scimo em relac¸a˜o a` sua atividade inicial.
A partir destas curvas, trac¸adas com os resultados obtidos da incubac¸a˜o da
enzima em diferentes temperaturas durante per´ıodos de tempo determinados,
foram calculados alguns paraˆmetros cine´ticos e termodinaˆmicos para a lipase,
que constituem informac¸o˜es relevantes sobre o processo de desnaturac¸a˜o te´r-
mica da enzima.
Foi observado que esta lipase segue uma cine´tica de desnaturac¸a˜o de pri-
meira ordem. Isto significa que a desnaturac¸a˜o pode ocorrer em uma u´nica
etapa atrave´s da mudanc¸a do estado nativo (E) para o estado totalmente des-
naturado (Ed), a partir da ruptura de uma ligac¸a˜o importante para a enzima
ou da deformac¸a˜o da estrutura tridimensional prote´ica (Marangoni, 2003).
A constante de desnaturac¸a˜o para cada temperatura avaliada e´ obtida
a partir da linearizac¸a˜o feita na Figura 3.18. A desnaturac¸a˜o te´rmica da
lipase em diferentes temperaturas pode ser distinguida pelas diferenc¸as nas
inclinac¸o˜es das retas de regressa˜o linear. Atrave´s da ana´lise das curvas pode-
se perceber que a lipase de macau´ba e´ mais esta´vel em temperaturas de 30 e
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Figura 3.17: Estabilidade te´rmica da lipase da polpa de macau´ba.
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35 ◦C, pois a inclinac¸a˜o da reta e´ mais suave nestas temperaturas.
Figura 3.18: Cine´tica de desnaturac¸a˜o te´rmica da lipase da polpa de macau´ba.
Os paraˆmetros cine´ticos de termoestabilidade da enzima, constante de des-
naturac¸a˜o (Kd), tempo de meia-vida (t1/2) e reduc¸a˜o decimal (D), esta˜o rela-
cionados na Tabela 3.3. O valor de Kd e´ diretamente proporcional ao aumento
da temperatura, e e´ poss´ıvel notar um crescimento mais acentuado para as
temperaturas de 50 e 60 ◦C, confirmando a ana´lise visual das curvas de desna-
turac¸a˜o que mostra menor estabilidade te´rmica nestas temperaturas. Conse-
quentemente, o tempo de meia-vida e o valor D decrescem com o aumento da
temperatura. A temperatura de 60 ◦C a enzima tem um tempo de meia-vida
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de 66,6 minutos e seriam necessa´rios 221,4 minutos para que ela reduzisse sua
atividade a 10% de seu valor inicial.
Estes dados mostram que a lipase extra´ıda da polpa de macau´ba na˜o e´
uma enzima termoesta´vel. Goldbeck (2008) analisou a termoestabilidade de
lipases produzidas por leveduras silvestres, e encontrou tempos de meia-vida
inferiores a 4,2 minutos para todos os microrganismos testados a 55 ◦C. Ao
comparar com uma outra enzima vegetal, mas neste caso uma esterase, e´
poss´ıvel notar que as duas enzimas apresentam estabilidade te´rmica pro´ximas
em temperaturas intermedia´rias, entre 40 e 50 ◦C. Barros e Macedo (2011)
encontraram um tempo de meia-vida de 204 minutos a 40 ◦C para esterase de
soja Neste trabalho a lipase de macau´ba apresentou tempo de meia-vida de
182 minutos, nesta mesma temperatura.
A termoestabilidade de lipase de Candida rugosa foi estudada por Longo
e Combes (1999), que obtiveram 42,5 minutos de tempo de meia-vida a 50
◦C e 16 horas a 30 ◦C. A partir destes resultados e´ poss´ıvel verificar que a
lipase de Candida rugosa e´ bastante insta´vel em temperaturas mais altas, mas
expressivamente mais esta´vel que a lipase de macau´ba em temperaturas bran-
das. Estas diferenc¸as observadas influenciara˜o nos resultados dos paraˆmetros
termodinaˆmicos.
A Figura 3.19 ilustra a regressa˜o do valor D obtido nas diferentes tem-
peraturas para o ca´lculo do valor Z, que reflete a variac¸a˜o de temperatura
requerida para reduc¸a˜o de 90% da atividade enzima´tica. Foi verificado neste
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Tabela 3.3: Perfil da taxa de desnaturac¸a˜o
(Kd), tempo de meia-vida (t1/2) e reduc¸a˜o
decimal (D) da lipase da polpa de macau´ba.
Temperatura Kd t1/2 D
◦C min−1 min min
30 0,0021 330,1 1096,5
35 0,0025 277,3 921,0
40 0,0038 182,4 605,9
50 0,0068 101,9 338,6
60 0,0104 66,6 221,4
estudo que para a lipase de polpa de macau´ba este valor e´ de 41,5 ◦C .
Figura 3.19: Linearizac¸a˜o da reduc¸a˜o decimal (D) para o ca´lculo do valor Z da
lipase de polpa de macau´ba.
A energia de ativac¸a˜o da desnaturac¸a˜o (Ead) foi obtida a partir da Fi-
gura 3.20, que mostra a regressa˜o linear proposta por Arrehnius para ca´lculo
deste paraˆmetro termodinaˆmico. O valor de Ead encontrado para a lipase de
macau´ba foi de 46,8 kJ/mol.
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Os paraˆmetros termodinaˆmicos da desnaturac¸a˜o fornecem informac¸o˜es so-
bre a termoestabilidade da enzima para cada etapa do processo de desnatura-
c¸a˜o induzida pelo calor. Estes podem ajudar a detectar alguma estabilizac¸a˜o
secunda´ria ou efeitos da desestabilizac¸a˜o que na˜o sa˜o verificados se apenas o
tempo de meia vida for considerado . O valor de Ead corresponde a` energia ne-
cessa´ria para a mudanc¸a da conformac¸a˜o da enzima, assim quanto maior seu
valor maior e´ a energia para que ocorra a desnaturac¸a˜o da enzima e, portanto,
maior a resisteˆncia te´rmica desta (Longo e Combes, 1999).
A comparac¸a˜o com os resultados de outros estudos, 59,4 kJ/mol para es-
terase de soja (Barros e Macedo, 2011), 203,7 kJ/mol para lipase de levedura
silvestre (Goldbeck, 2008), 330,1 kJ/mol para lipase de Geotrichum candi-
dum (Burkert et al., 2004), mostra que a energia necessa´ria para a mudanc¸a
de conformac¸a˜o da lipase de macau´ba e´ bastante baixa, o que faz dela uma
enzima de baixa resisteˆncia te´rmica. Este valor e´ bastante pro´ximo ao resul-
tado encontrado para esterase de soja, que tambe´m e´ uma enzima vegetal,
mas muito inferior ao de lipases produzidas por microrganismos, mostrando
que estas teˆm maior resisteˆncia te´rmica, apesar de sua estabilidade diminuir
consideravelmente em temperaturas mais altas.
A Tabela 3.4 apresenta os valores calculados para os paraˆmetros de entalpia
(∆H), energia livre (∆G) e entropia (∆S).
Os resultados para ∆H tiveram uma variac¸a˜o muito baixa em relac¸a˜o a`
temperatura avaliada, indicando que na˜o ha´ variac¸a˜o da capacidade te´rmica
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Figura 3.20: Formalizac¸a˜o dos ca´culos experimentais por Arrhenius para o ca´culo
de Ead da lipase de polpa de macau´ba.
da enzima estudada. Valores positivos e elevados de entalpia podem estar
associados a uma enzima termoesta´vel, uma vez que maior quantidade de
energia e´ necessa´ria para a ocorreˆncia do processo de desnaturac¸a˜o. O valor de
∆H pode ser tambe´m correlacionado com o nu´mero de ligac¸o˜es na˜o covalentes
rompidas durante o processo de desnaturac¸a˜o (Marangoni, 2003; Barros e
Macedo, 2011).
A energia livre e´ o paraˆmetro termodinaˆmico que revela com maior exa-
tida˜o as caracter´ısticas de estabilidade te´rmica de uma enzima. Esta´ dire-
tamente relacionada a` estabilidade proteica, uma vez que valores positivos
baixos ou negativos indicam que o processo de desnaturac¸a˜o ocorre mais ra-
pidamente. Assim como ocorreu com a entalpia, os valores de ∆G sa˜o prati-
camente esta´veis, independentemente da temperatura empregada. Lipase de
Candida rugosa apresentou valor de ∆G de 198 kJ/mol na temperatura de 50
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◦C (Longo e Combes, 1999), enquanto Barros e Macedo (2011) encontraram
61 kJ/mol em esterase de soja. A lipase de macau´ba apresenta baixa estabi-
lidade te´rmica, principalmente quando comparada a outras lipases, como as
produzidas por microrganismos.
Tabela 3.4: Paraˆmetros de entalpia (∆H), energia livre
(∆G) e entropia (∆S) da lipase da polpa de macau´ba.
Temperatura ∆H ∆G ∆S
◦C KJ mol−1 KJ mol−1 J mol−1 K−1
30 44,26 25,86 60,71
35 44,22 25,84 59,66
40 44,18 25,17 60,72
50 44,10 24,41 60,93
60 44,02 23,99 60,12
3.4 Concluso˜es
Os dados obtidos revelam a presenc¸a de lipase a´cida no mesocarpo de ma-
cau´ba, com atividade o´tima em pH 5,5 e maior estabilidade na faixa de pH
entre 6,0 e 7,0. Apresentou atividade ma´xima a 40 ◦C e estabilidade entre 25
e 40 ◦C. Possui baixa atividade hidrol´ıtica, pore´m com promissora atuac¸a˜o na
s´ıntese de e´steres. Esta enzima apresenta potencial para ser usada na produ-
c¸a˜o de biodiesel e na s´ıntese de monoacilglicero´is.
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Estudo dos compostos bioativos
em macau´ba (Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lodd. ex Mart.)
4.1 Introduc¸a˜o
Va´rios estudos epidemiolo´gicos sugerem que o consumo de antioxidantes
naturais, tais como frutas e legumes frescos, cha´s e alimentos ricos em polife-
no´is, tem efeito protetor contra alguns tipos de caˆncer e doenc¸as degenerativas
devido, em parte, a` presenc¸a de compostos como vitaminas, flavono´is, antoci-
aninas e outros compostos feno´licos (Ali et al., 2008; Matteo e Esposito, 2003;
Klimczak et al., 2007).
O Brasil tem uma grande variedade de espe´cies vegetais exo´ticas, espe-
cialmente frutas, cuja composic¸a˜o e potencial antioxidante ainda na˜o foram
completamente estudados. Tais espe´cies podem ser de amplo interesse para a
agroindu´stria, ale´m de constituir uma poss´ıvel fonte de renda para a popula-
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c¸a˜o local. Dentre os biomas brasileiros, o cerrado concentra muitas espe´cies de
frutas nativas, consideradas importantes fontes nutricionais e com potencial
para aproveitamento comercial e tecnolo´gico (Ramos et al., 2008; Almeida
et al., 2011). Diferentes metodologias teˆm sido utilizadas para medir a ca-
pacidade antioxidante em extratos vegetais, e estudos mostram que apenas
um me´todo na˜o e´ suficiente para avaliar adequadamente a capacidade anti-
oxidante de um produto natural, devido a` variedade de compostos presentes
em frutas ou vegetais e os diferentes tipos de ac¸a˜o antioxidante que esses
compostos podem exercer (Dudonne´ et al., 2009; Thaipong et al., 2006).
Os me´todos utilizados para medir a capacidade antioxidante da ameˆndoa e
polpa de macau´ba no presente estudo, foram escolhidos devido a algumas ca-
racter´ısticas e particularidades, como mecanismo de ac¸a˜o antioxidante, radical
usado, reprodutibilidade e facilidade de uso.
A medida da capacidade antioxidante realizada com o radical ABTS (2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) mostrou ter uma boa reprodutibi-
lidade quando aplicada em diferentes laborato´rios (Buenger et al., 2006) e,
particularmente, e´ bastante interessante para ser usada em extratos vege-
tais, pois seu comprimento de onda de absorc¸a˜o (734 nm) minimiza os efeitos
interferentes relativos a` colorac¸a˜o da amostra (Dudonne´ et al., 2009). A me-
todologia ORAC (oxygen radical absorbance capacity) consiste na medida do
decaimento da fluoresceˆncia de uma prote´ına, fluoresce´ına, decorrente de da-
nos oxidativos causados por radicais peroxila (ROO·). A reac¸a˜o e´ bastante
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sens´ıvel ao pH e a` temperatura, e deve ser feita em equipamento automatizado
para melhor controle dos paraˆmetros e, portanto, maior reprodutibilidade dos
resultados. Pore´m, apesar de ser um teste mais caro e demorado, tem vanta-
gens que justificam seu uso em ensaios de determinac¸a˜o da capacidade antio-
xidante em alimentos, como a possibilidade de combinar as medidas de tempo
e grau de inibic¸a˜o oxidativa em um u´nico resultado, alta correlac¸a˜o entre os
resultados obtidos em diferentes laborato´rios e o fato de ser o u´nico teste
de determinac¸a˜o de capacidade antioxidante in vitro que utiliza um radical
fisiologicamente relevante (Ou et al., 2001).
Ale´m da escolha da metodologia adequada para se medir a capacidade an-
tioxidante em um determinado tipo de amostra, e´ necessa´rio fazer um estudo
dos procedimentos de extrac¸a˜o e preparac¸a˜o da amostra. Geralmente, extra-
tos feno´licos de plantas sa˜o obtidos a partir de agitac¸a˜o em soluc¸o˜es aquosas
de solventes orgaˆnicos e posterior centrifugac¸a˜o (Mukhopadhyay et al., 2006).
No entanto, na˜o existe um u´nico solvente que seja ideal para extrair todos
os antioxidantes presentes em um alimento, especialmente se estes estiverem
complexados com prote´ınas ou carboidratos. Consequentemente, parte destes
antioxidantes esta˜o presentes nos res´ıduos de extrac¸a˜o, os quais sa˜o frequen-
temente ignorados durante as ana´lises (Pe´res-Jimenez et al., 2008). Desta
forma, a determinac¸a˜o da capacidade antioxidante em alimentos deve ser re-
alizada tanto no extrato obtido quanto no seu res´ıduo.
Neste cap´ıtulo, sa˜o apresentados os resultados do estudo realizado em
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polpa e ameˆndoa de macau´ba para investigac¸a˜o de seu teor total de com-
postos feno´licos e capacidade antioxidante.
4.2 Material e me´todos
As amostras de Acrocomia aculeata foram coletadas no munic´ıpio de Ponta
Pora˜ - MS. A coleta foi feita com os frutos que ja´ estavam no solo, em condic¸o˜es
semelhantes de maturac¸a˜o, casca amarelo-esverdeada, firmes e de apareˆncia
intacta. Os frutos foram descascados, despolpados, e o endosperma quebrado
para obtenc¸a˜o da ameˆndoa. As frac¸o˜es polpa e ameˆndoa de macau´ba foram
estocadas separadamente em ultra-freezer a -80◦C para posterior extrac¸a˜o dos
compostos feno´licos e realizac¸a˜o das ana´lises para determinac¸a˜o de sua capa-
cidade antioxidante.
4.2.1 Extrac¸a˜o dos compostos feno´licos
Os compostos feno´licos foram extra´ıdos da ameˆndoa e polpa de macau´ba
(Figuras 4.1 e 4.2). Cada porc¸a˜o do fruto foi submetida separadamente a`
extrac¸a˜o com diferentes solventes. Foram utilizados a´gua e os solventes or-
gaˆnicos a´lcool et´ılico, a´lcool met´ılico, acetona e acetato de etila, em soluc¸a˜o
aquosa na proporc¸a˜o de 1:1 (v/v). Cada mistura foi submetida a homogenei-
zac¸a˜o durante 5 minutos e agitac¸a˜o em banho a 50 ◦C por 45 minutos, sendo
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em seguida filtrada em gaze e o res´ıduo reextra´ıdo nas mesmas condic¸o˜es. O
filtrado foi centrifugado a 4 ◦C durante 30 minutos a 10000 x g e o sobrena-
dante evaporado sob va´cuo a 40 ◦C. O extrato concentrado e o res´ıduo foram
liofilizados por 48 horas em liofilizador Liotop L101 e armazenados a -18 ◦C
ate´ utilizac¸a˜o posterior (Shui e Leong, 2006).
Figura 4.1: Esquema do processo de extrac¸a˜o de compostos feno´licos em polpa
e ameˆndoa do fruto da macau´ba. TEAC: Trolox equivalent antioxdant capacity;
ORAC: Oxygen radical absorbance capacity.
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Figura 4.2: Fluxograma detalhado do processo de extrac¸a˜o de compostos feno´licos
em macau´ba.
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4.2.2 Compostos feno´licos totais
Os compostos feno´licos totais foram determinados colorimetricamente atra-
ve´s do reagente de Folin-Ciocalteau, segundo metodologia proposta por Sin-
gleton e Rossi (1965). Uma al´ıquota de 2 mL de amostra dilu´ıda em a´gua
destilada foi adicionada a 1 mL de reagente Folin-Ciocalteau, e em seguida
foi adicionado 9 mL de a´gua destilada. Apo´s 3 minutos adicionou-se 8 mL
de soluc¸a˜o de carbonato de so´dio (7,5%). Apo´s repouso durante 2 h a tem-
peratura ambiente, a absorbaˆncia foi medida a 760 nm. Foi preparada uma
curva padra˜o de a´cido ga´lico, e os resultados foram expressos em equivalente
de a´cido ga´lico.
4.2.3 Flavonoides
A medida de flavonoides totais foi realizada atrave´s do me´todo colorime´-
trico descrito por Chun et al. (2005). Uma al´ıquota de 1 mL de amostra foi
adicionada a 4 mL de a´gua deionizada. Apo´s 5 minutos adicionou-se 0,3 mL
de NaNO2 5% e 0,3 mL de AlCl3 10%. Apo´s 1 minuto adicionou-se 2 ml
de NaOH 1 M e o volume completado com a´gua deionizada para 10 mL. A
absorbaˆncia foi medida em comprimento de onda de 510 nm e os flavonoides
totais expressos em mg de catequina equivalente (CE)/g de fruta fresca.
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4.2.4 TEAC (Trolox equivalent antioxdant capacity)
Este teste mede a habilidade de um composto antioxidante sequestrar o
ca´tion ABTS·+ (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) em compara-
c¸a˜o ao composto padra˜o Trolox R©. A metodologia utilizada foi proposta por
Re et al. (1999).
A metodologia ABTS·+ original foi baseada na ativac¸a˜o da metamioglo-
bina com pero´xido de hidrogeˆnio, na presenc¸a ou auseˆncia de antioxidantes,
para produzir um radical ca´tion. Atualmente, a metodologia envolve a pro-
duc¸a˜o direta do cromo´foro ABTS·+, com tonalidade azul esverdeada atrave´s
da reac¸a˜o entre ABTS e persulfato de pota´ssio. Esta te´cnica espectrofoto-
me´trica mede a habilidade relativa de antioxidantes de sequestrar o ABTS·+
em comparac¸a˜o ao potencial antioxidante de quantidades padra˜o de Trolox R©.
Trolox R© e´ um ana´logo da vitamina E, solu´vel em a´gua, e o ca´tion ABTS·+ e´
um cromo´foro azul esverdeado com caracter´ısticas de absorc¸a˜o a 734 nm, que
quando e´ reduzido a ABTS, perde sua colorac¸a˜o. Os resultados sa˜o expressos
em mM de Trolox/g de fruta fresca.
Em resumo, o monoca´tion ABTS·+ e´ gerado a partir da oxidac¸a˜o do ABTS
com persulfato de pota´ssio e reduzido na presenc¸a de compostos antioxidantes
capazes de doar hidrogeˆnio. Esta metodologia mede a atividade antioxidante,
determinada pela descolorac¸a˜o do ABTS·+ medida por meio da reduc¸a˜o do
radical ca´tion expressa em porcentagem de inibic¸a˜o da absorbaˆncia a 734 nm.
A taxa de descolorac¸a˜o e´ func¸a˜o da concentrac¸a˜o e tempo, e relaciona-se a`
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reatividade do Trolox R©, sob as mesmas condic¸o˜es.
Para o preparo da soluc¸a˜o de ABTS·+ fez-se a dissoluc¸a˜o do ABTS em
a´gua na concentrac¸a˜o de 7 mM, e misturou-se com persulfato de pota´ssio 2,45
mM. A mistura foi deixada no escuro por 12h. Diluiu-se esta soluc¸a˜o com
etanol ate´ atingir a absorbaˆncia de 0,70 ± 0,02 a 734 nm. A amostra foi
dilu´ıda de forma que ao adicionar 10 µl da amostra dilu´ıda na soluc¸a˜o fosse
poss´ıvel obter 20 a 80% da absorbaˆncia em relac¸a˜o ao branco. O ensaio foi
realizado em espectrofotoˆmetro com leitor de microplacas, adicionando-se 50
µL de amostra / Trolox e 250 µL de radical ABTS·+. A curva padra˜o foi feita
com Trolox R© em soluc¸o˜es ate´ concentrac¸a˜o ma´xima de 15 µM. As amostras
foram lidas em intervalos regulares de 5 minutos durante um total de 120
minutos.
4.2.5 ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)
A metologia ORAC (oxygen radical absorbance capacity) mede a capa-
cidade sequestrante contra o radical peroxila. O radical peroxila foi gerado
a partir do radical 2,2-azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloreto (AAPH)
a 37 ◦C. A fluoresce´ına (FL) e´ usada como substrato nas condic¸o˜es de 485
nm para excitac¸a˜o e emissa˜o a 520 nm. A reac¸a˜o consistiu de 20 µL de
amostra dilu´ıda em tampa˜o fosfato 75 mM pH 7,4 adicionada de 120 µL de
fluoresce´ına (70 nM) e 60 µL de radical AAPH (12 mM). Esta reac¸a˜o foi
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feita em microplaca com 96 poc¸os, que apo´s a adic¸a˜o do radical foi imedi-
atamente colocada em leitor de placas NovoStar (BMG LABTECH, Alema-
nha) e a fluoresceˆncia lida durante 80 minutos, em intervalos de 1 minuto.
O branco (FL + AAPH) foi feito usando-se o tampa˜o fosfato 75 mM pH
7,4 no lugar do radical e soluc¸o˜es padra˜o de Trolox R© em concentrac¸o˜es de
1 a 1000 µM . Os valores ORAC foram calculados atrave´s da a´rea l´ıquida
abaixo da curva de decaimento da fluoresce´ına (net AUC). As curvas de
cada amostra foram inicialmente normalizadas em relac¸a˜o a` curva do branco
correspondente ao mesmo ensaio, multiplicando-se cada valor lido pelo fator
fluorescenciabranco,t(0)/fluorescenciaamostra,t(0). Atrave´s das curvas normaliza-
das, a a´rea (AUC) foi calculada pela Equac¸a˜o 4.1.




onde f0 e´ a fluoresceˆncia inicial lida no tempo 0 e fi e´ a fluoresceˆncia lida no
tempo i. A a´rea l´ıquida abaixo da curva (net AUC) e´ a diferenc¸a entre a a´rea
abaixo da curva de decaimento da fluoresce´ına correspondente a cada amostra
e a a´rea do branco. Para todas as amostras foram calculadas as equac¸o˜es de
linearizac¸a˜o atrave´s da curva (net AUC x concentrac¸a˜o de antioxidante), para
a obtenc¸a˜o dos coeficientes angular, linear e de regressa˜o linear. Os resultados




A atividade antimicrobiana dos extratos feno´licos de polpa de macau´ba
foi avaliada atrave´s da concentrac¸a˜o mı´nima inibito´ria (MIC) pelo me´todo da
microdiluic¸a˜o (Ellof, 1998).
4.2.6.1 Preparo de ino´culo padronizado
O ino´culo foi preparado a partir da suspensa˜o de ce´lulas de crescimento
recente (24 h) em soluc¸a˜o salina, sendo a densidade o´tica acertada ate´ turbi-
dez correspondente a soluc¸a˜o de Mc Farland 0,5 a 625 nm (absorbaˆncia entre
0,08 e 0,10 para bacte´rias e Candida albicans), seguido da diluic¸a˜o indicada
para cada tipo de microrganismo. Os microrganismos utilizados neste ensaio
foram: Bacillus subtilis, Candida albicans, Escherichia coli 11775, Pseudomo-
nas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus. aureus, Clostridium
perfringens, Streptococcus pneumoniae, Listeria inoccua e Bacillus cereus.
4.2.6.2 Determinac¸a˜o da concentrac¸a˜o mı´nima inibito´ria (MIC) pelo
me´todo da microdiluic¸a˜o
Em uma microplaca esterilizada de 96 poc¸os foram depositados 100 µL
dos meios de cultura, sendo a coluna 12 utilizada para os controles do micror-
ganismo e de esterilidade do meio de cultura. Na coluna 1 - linha A foram
acrescentados 50 µL da soluc¸a˜o do material a ser testado, de concentrac¸a˜o co-
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nhecida (uma substaˆncia diferente para cada nu´mero ou coluna), sendo estes
referentes ao controle de esterilidade das amostras. Em seguida, 100 µL dos
mesmos materiais foram adicionados na linha B, o conteu´do dos orif´ıcios ho-
mogeneizados com o meio e transferidos para o orif´ıcio da linha seguinte (C),
repetindo-se este procedimento ate´ a linha H, de modo a obter uma concentra-
c¸a˜o decrescente do material. Os 100 µL finais foram desprezados. Em seguida
foram adicionados 100 µL do ino´culo do microrganismo a ser avaliado, cuja
turvac¸a˜o foi comparada a` escala McFarland 0,5, seguido de diluic¸a˜o para con-
centrac¸a˜o final de 104 ce´lulas/mL (bacte´rias) e 103 ce´lulas/mL (C. albicans).
As placas foram seladas com Parafilm R© e incubadas por 24 a 48 horas a` 36 ◦C.
Apo´s este per´ıodo as placas foram avaliadas e a MIC definida como a menor
concentrac¸a˜o do material capaz de impedir o crescimento dos microrganismos.
4.2.6.3 Leitura dos resultados
Bacte´rias: Apo´s o per´ıodo de incubac¸a˜o foram adicionados 50 µL da
soluc¸a˜o de 2,3,5-cloreto de trifenil tetrazo´lio (CTT) e as placas reincubadas
por 3 h. A MIC e´ definida como a menor concentrac¸a˜o da amostra, capaz
de impedir o aparecimento de colorac¸a˜o vermelha, conferida ao meio quando
as ce´lulas apresentam atividade respirato´ria. No caso das bacte´rias, foram
realizadas leituras das placas no in´ıcio e final de cada ensaio, em leitora de
microplacas de Elisa (ASYS) para confirmac¸a˜o da presenc¸a ou auseˆncia de
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crescimento microbiano.
Candida albicans: Apo´s o per´ıodo de incubac¸a˜o foi verificado se houve mu-
danc¸a de colorac¸a˜o do meio RPMI-1640, de rosa (cor original) para amarelo,
o que indica mudanc¸a de pH ocasionada pelo crescimento microbiano.
4.2.7 Tratamento estat´ıstico
Os resultados quantitativos foram apresentados como me´dia ± desvio pa-
dra˜o de treˆs repetic¸o˜es. As ana´lises estat´ısticas foram realizadas por meio de
ana´lise de variaˆncia (ANOVA) e teste de Tukey (p ≥ 0,05).
4.3 Resultados e discussa˜o
A determinac¸a˜o da capacidade antioxidante em alimentos envolve treˆs pas-
sos distintos: a preparac¸a˜o da amostra e extrac¸a˜o de antioxidantes, o me´todo
anal´ıtico usado para medir a capacidade antioxidante e a forma escolhida
para expressar os resultados. Uma extrac¸a˜o eficiente deve envolver o uso de
solventes de diferentes polaridades, pois enquanto alguns antioxidantes teˆm
prefereˆncia por solventes polares, como etanol e metanol, outros solventes,
como o clorofo´rmio e acetato de etila sa˜o capazes de extrair antioxidantes
lipof´ılicos. A determinac¸a˜o da capacidade antioxidante nos res´ıduos tambe´m
e´ importante, pois este pode conter taninos hidrolisa´veis, compostos feno´licos
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ligados a carboidratos e prote´ınas, e proantocianidinas que na˜o puderam ser
extra´ıdas pelo procedimento de mistura e agitac¸a˜o em soluc¸o˜es com solventes
orgaˆnicos (Pe´res-Jimenez e Saura-Calixto, 2008).
Em estudo realizado por Luthria e Mukhopadhyay (2006) para otimizar
os paraˆmetros de extrac¸a˜o de a´cidos feno´licos em berinjela, concluiu-se que o
me´todo de agitac¸a˜o em soluc¸a˜o a´gua:metanol (80%), seguido de centrifugac¸a˜o
foi um dos que apresentaram maior concentrac¸a˜o de a´cidos feno´licos, inferior
apenas a` extrac¸a˜o em l´ıquido pressurizado. Foi observado tambe´m que a
mistura de a´gua a um solvente orgaˆnico aumenta sua eficieˆncia de extrac¸a˜o.
Shui e Leong (2006) testaram diferentes me´todos de extrac¸a˜o de compostos
feno´licos em carambola, variando os solventes e suas proporc¸o˜es, temperatura
e tempo de extrac¸a˜o. De acordo com seus resultados, a atividade antioxidante
foi maximizada com o aumento da temperatura, em soluc¸a˜o de acetona:a´gua,
na proporc¸a˜o de 1:1 (v/v) e tempo de extrac¸a˜o entre 30 e 60 minutos. Desta
forma, os paraˆmetros de extrac¸a˜o de compostos feno´licos em macau´ba foram
estabelecidos em temperatura de 50 ◦C e 45 minutos em soluc¸o˜es aquosas
de diferentes solventes orgaˆnicos, sempre na proporc¸a˜o de 1:1 (v/v). Os sol-
ventes orgaˆnicos usados na extrac¸a˜o foram escolhidos devido a` sua diferenc¸a
de polaridade. A Tabela 4.1 lista os solventes utilizados, em ordem de-
crescente de polaridade, definidas por sua constante diele´trica e tambe´m pelo
valor ET , que corresponde a` energia de transic¸a˜o para a banda de absorc¸a˜o
de maior comprimento de onda do corante betaina (2) piridinium-N-feno´xido
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Tabela 4.1: Solventes utilizados na extrac¸a˜o de compostos feno´licos
em macau´ba.
Co´digo Solvente Constante diele´trica ET (Kcal/mol)
Ag A´gua 80,1 63,1
Me Metanol 32,7 55,4
Et Etanol 24,5 51,9
Ac Acetona 20,7 42,2
Ae Acetato de etila 6,0 38,9
Fonte: (Reichardt, 1994)
dissolvido, medido em kcal . mol−1, a partir da Equac¸a˜o 4.2.
ET = h · c · ν ·Na = 2, 859× 10−3 · ν (4.2)
onde h e´ a constante de Planck, c e´ a velocidade da luz, ν e´ o comprimento
de onda correspondente a transic¸a˜o, expresso em cm−1, e Na e´ o nu´mero de
Avogrado.
Os resultados para o teor de feno´is totais, flavonoides, TEAC e ORAC para
ameˆndoa e polpa de macau´ba sa˜o mostrados nas Tabelas 4.2 e 4.3, respectiva-
mente. E´ poss´ıvel observar, de maneira geral, que a frac¸a˜o de extrato concen-
trado da polpa possui maior capacidade antioxidante que a ameˆndoa. Nota-se,
ainda, que a extrac¸a˜o de compostos feno´licos da polpa foi mais eficiente, ja´ que
ha´ maior capacidade antioxidante presente no extrato concentrado, quando
comparado ao res´ıduo, fato que na˜o e´ evidenciado nos resultados da ameˆndoa,
quando se compara as frac¸o˜es de extrato concentrado e res´ıduo. Em seguida,
sera˜o discutidos os resultados de cada ana´lise, individualmente.
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Tabela 4.2: Teores de feno´is totais, flavonoides totais e capacidade antioxidante
em ameˆndoa de macau´ba.
Amostra Feno´is Totais flavonoides TEAC ORAC
mg GAE/100g mg CE/100g µmol TE/g µmol TE/g
Extrato concentrado
Ag 7,5±0,7 a 7,2±0,5 a 0,53±0,04 a 6,9±0,8 a
Et 31±2 b 21,9±0,6 b 1,80±0,02 b 23±3 b
Me 21±1 c 13,1±0,7 c 1,55±0,04 c 12,1±0,6 c
Ac 25±1 c 20±1 a 1,83±0,01 b 11,7±0,6 c
Ae 12±2 d 2,0±0,2 d 0,23±0,08 d 5,2±0,2 a
Res´ıduo
Ag 22± 5 a 3,7±0,2 a 8,1±0,7 ab 1,8±0,9 a
Et 23± 8 a 1,9±0,6 b 4,9 ±0,8 bc 2,7±0,2 a
Me 35± 4 a 12,2±0,6 c 11± 2 a 17± 1 b
Ac 15± 5 ab 1,6±0,2 b 4±2 c 3,1±0,8 a
Ae 5±1 b 1,2±0,3 b 2,5±0,6 bc 1,4±0,5 a
Valores sa˜o me´dias ± desvio padra˜o (n=3). Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenc¸a significativa a p≤0,05 , separadamente para sobrenadante e pre-
cipitado. Resultados expressos por massa de fruta fresca. GAE: a´cido ga´lico equi-
valente; CE: catequina equivalente; TE: Trolox equivalente; TEAC:Trolox equivalent
antioxdant capacity; ORAC: Oxygen radical absorbance capacity.
4.3.1 Feno´is totais
Na ameˆndoa de macau´ba a extrac¸a˜o etano´lica foi a mais eficiente, 31 mg
GAE/100g. No entanto, o teor de feno´is totais extra´ıdos esta´ muito pro´ximo
aos valores obtidos no res´ıduo, mostrando que o me´todo de extrac¸a˜o empre-
gado na˜o e´ adequado para ameˆndoas, ja´ que grande parte dos compostos
feno´licos permaneceram no res´ıduo. A polpa apresentou maior concentrac¸a˜o
de feno´is totais no extrato metano´lico, 78 mg GAE/100g.
Os valores para concentrac¸a˜o de feno´is totais encontrados na polpa de
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Tabela 4.3: Teores de feno´is totais, flavonoides totais e capacidade antioxidante
em polpa de macau´ba.
Amostra Feno´is Totais flavonoides TEAC ORAC
mg GAE/100g mg CE/100g µmol TE/g µmol TE/g
Extrato concentrado
Ag 39± 2 ad 20± 5 a 7,4±0,8 a 19± 1 a
Et 44± 1 ac 35± 3 b 7,6±0,3 a 15± 1 b
Me 78±1 b 68± 8 c 9,6±0,3 b 36± 3 c
Ac 48±4 c 38± 3 b 8,3±0,3 ab 17± 1 ab
Ae 33±1 d 26± 8 b 7,6±1,0 a 18± 1 ab
Res´ıduo
Ag 3±1 a 5±1 a 2,9±0,9 ac 6,5±0,4 abd
Et 9±3 a 6,3±0,5 ac 4,9±0,6 a 3,5±0,3 b
Me 42±2 b 31±2 b 11±2 b 16±3 c
Ac 36±3 b 9,7±0,8 c 5,5±0,4 a 8,9±0,6 d
Ae 3,9±0,4 a 1,5±0,6 a 0,8±0,2 c 5,7±0,4 b
Valores sa˜o me´dias ± desvio padra˜o (n=3). Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenc¸a significativa a p≤0,05 , separadamente para sobrenadante e pre-
cipitado. Resultados expressos por massa de fruta fresca. GAE: a´cido ga´lico equi-
valente; CE: catequina equivalente; TE: Trolox equivalente; TEAC:Trolox equivalent
antioxdant capacity; ORAC: Oxygen radical absorbance capacity.
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macau´ba podem ser comparados com os resultados obtidos de polpa de frutas
descritos por outros autores. Kuskoski et al. (2005) encontraram alto teor
de feno´is em acerola e manga (580 e 555 mg GAE/100g de polpa) e teores
baixos, em torno de 20 mg GAE/100g, para polpas de cupuac¸u e maracuja´.
Almeida et al. (2011) estudaram a atividade antioxidante em va´rios frutos do
nordeste brasileiro, encontrando concentrac¸o˜es que variaram de 13 a 160 mg
GAE/100g da porc¸a˜o comest´ıvel do fruto.
Ha´ tambe´m uma grande variac¸a˜o da quantidade de feno´is totais e capa-
cidade antioxidante em diferentes varietais de uma mesma espe´cie de fruto,
exemplificado no estudo de Ma et al. (2011) com oito variedades de manga,
onde foram encontrados teores de compostos feno´licos variando entre 8,7 e 193
mg GAE/ 100g de fruta fresca. Desta forma, pode-se dizer que a quantidade
de feno´is totais em um fruto pode ser influenciado na˜o apenas pelo me´todo de
extrac¸a˜o, mas tambe´m pela variedade do fruto, regia˜o e esta´dio de maturac¸a˜o.
Chun et al. (2005) analisaram o teor de feno´is totais em extratos metano´-
licos de frutas e vegetais. Ha´ uma grande variac¸a˜o na concentrac¸a˜o de feno´is
totais entre as diferentes frutas, sendo a maior concentrac¸a˜o para ameixa (
368 mg GAE/100g) e a menor 11 mg GAE/100g para mela˜o. Frutas como
peˆra (70 mg GAE/100g) e abacate (58 mg GAE/100g) sa˜o as que apresentam
o teor de compostos feno´licos mais similares aos teores encontrados em polpa
de macau´ba.
O o´leo extra´ıdo da polpa e ameˆndoa de macau´ba foi estudado por Coimbra
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e Jorge (2012), que encontraram alto teor de compostos feno´licos no o´leo das
frac¸o˜es da fruta. O o´leo da ameˆndoa de macau´na apresentou concentrac¸a˜o
de feno´is totais de 4,38 mg GAE/g e o o´leo da polpa um total de 2,21 mg
GAE/g. O teor de feno´is totais encontrado na polpa de macau´ba e´ quase treˆs
vezes inferior ao encontrado no o´leo da polpa, e a diferenc¸a entre a ameˆndoa
e o o´leo da ameˆndoa e´ ainda maior, pois este conte´m cerca de 20 vezes mais
compostos feno´licos que o encontrado no extrato concentrado da ameˆndoa.
Esta observac¸a˜o reforc¸a o fato de que grande parte dos compostos feno´licos
esta´ localizada na frac¸a˜o lip´ıdica do fruto.
4.3.2 Flavonoides
O extrato metano´lico foi o que apresentou o maior rendimento para o teor
de flavonoides no extrato concentrado e res´ıduo de polpa e res´ıduo de ameˆn-
doa. No extrato concentrado de ameˆndoa, o extrato etano´lico foi o de maior
rendimento, com 21,9 mg CE/100g. A maior concentrac¸a˜o de flavonoides
foi determinada no extrato concentrado da polpa, 68 mg CE/100g de fruta
fresca. Ha´ va´rias metodologias diferentes para se determinar o teor de fla-
vonoides totais em alimentos, e por esta raza˜o, torna-se dif´ıcil a comparac¸a˜o
dos resultados, principalmente por que diferentes compostos sa˜o usados como
padra˜o: rutina (Ma et al., 2011; Zhishen et al., 1999), catequina (Chun et al.,
2005; Kim et al., 2003; Ferreira et al., 2010), e quercetina (Lin e Tang, 2007).
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O teor de flavonoides totais em mac¸a˜ gala foi de 62 mg CE/100 g de fruta
fresca e de ate´ 237 mg CE/100 g em ameixas (Kim et al., 2003). Chun et al.
(2005) estudaram o teor de flavonoides em va´rios frutos, encontrando valores
entre 194 e 0,6 mg CE/100g de polpa em base u´mida. As maiores concen-
trac¸o˜es de flavonoides foram em ameixa e mac¸a˜ e as menores em mela˜o e
grapefruit. Morango, cereja e lima˜o sa˜o os frutos que mais se aproximam dos
teores de flavonoides encontrados na polpa de macau´ba, com valores entre 40
e 50 mg CE/100g.
4.3.3 TEAC (Trolox equivalent antioxdant capacity)
Os ensaios TEAC foram realizados em intervalos de 5 minutos durante
120 minutos. Desta forma, foi poss´ıvel trac¸ar as curvas do comportamento
antioxidante da amostra ao longo do tempo (Figura 4.3). A ana´lise do perfil
cine´tico desta reac¸a˜o mostra que o extrato concentrado da ameˆndoa e polpa
de macau´ba tem um aumento gradual de sua capacidade antioxidante nos
primeiros 60 minutos, e se mante´m praticamente constante apo´s este tempo.
Os res´ıduos de polpa e ameˆndoa, por sua vez, apresentaram um comporta-
mento antioxidante bastante irregular, contudo, ainda e´ poss´ıvel perceber que
ha´ uma tendeˆncia de mudanc¸a de comportamento cine´tico aos 60 minutos
de reac¸a˜o, onde apo´s a ocorreˆncia de pontos de inflexa˜o nas curvas de quase
todos os tratamentos, a func¸a˜o atinge seu valor ma´ximo. Por esta raza˜o, a
130
leitura realizada aos 60 minutos de reac¸a˜o com o radical ABTS foi escolhida
para representar o valor TEAC de cada uma das amostras.
Figura 4.3: Cine´tica da capacidade antioxidante (TEAC) em polpa e ameˆndoa de
macau´ba. a: extrato concentrado da polpa; b: res´ıduo da polpa; c: extrato concen-
trado da ameˆndoa; d: res´ıduo da ameˆndoa.
Walker e Everette (2009) estudaram o comportamento cine´tico de va´rios
antioxidantes em reac¸a˜o com o radical ABTS. Foi observado que a maioria
dos compostos antioxidantes apresentaram um padra˜o cine´tico complexo ao
reagir com o ABTS. Compostos usualmente empregados como padra˜o em
reac¸o˜es de oxidac¸a˜o, e.g., Trolox, a´cido asco´rbico e a´cido ga´lico, foram os que
se estabilizaram mais rapidamente. Compostos que possuem um grupo tiol
livre, ciste´ına, cisteamina e MPG (N-(2-mercaptopropionil)glicina), reagiram
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mais rapidamente com o radical ABTS, enquanto a´cido clorogeˆnico, a´cido
cafeico, rutina e quercetina apresentaram os maiores tempos de reac¸a˜o, sem
atingir a estabilidade ao fim de 60 minutos de ana´lise.
O comportamento cine´tico de diversos compostos antioxidantes, incluindo
a´cidos feno´licos, flavonoides e tocofero´is tambe´m foi estudado por Pe´res-
Jimenez e Saura-Calixto (2008). Neste caso, observou-se que o a´cido feru´lico
apresentou o maior tempo de reac¸a˜o para atingir a estabilidade, seguido de
resveratrol e dos a´cidos taˆnico e ga´lico, com tempo de reac¸a˜o variando de
10 a 14 minutos. A´cido asco´rbico e α-tocoferol reagiram mais rapidamente
com o radical ABTS, em intervalos de tempo menores que 2 minutos. Os
resultados da cine´tica da reac¸a˜o dos compostos extra´ıdos de polpa e ameˆn-
doa de macau´ba indicam a existeˆncia de maior concentrac¸a˜o de compostos
antioxidantes com elevado tempo de reac¸a˜o, como alguns a´cidos feno´licos e
flavonoides, e menor concentrac¸a˜o de compostos antioxidantes que se esta-
bilizam rapidamente, como tocofero´is e a´cido asco´rbico, que provavelmente
sofreram degradac¸a˜o durante o processo de extrac¸a˜o.
A ana´lise dos valores TEAC para cada amostra revela que foram extra´ı-
dos compostos com poder antioxidante da polpa e ameˆndoa de macau´ba. A
extrac¸a˜o feita com metanol na polpa resultou em maior capacidade antioxi-
dante, medida pelo valor TEAC, e este tambe´m foi o solvente que resultou
em maior capacidade antioxidante nos compostos retidos no res´ıduo. Os re-
s´ıduos obtidos com a´gua e acetato de etila foram os que apresentaram menor
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capacidade antioxidante no res´ıduo. A extrac¸a˜o de compostos antioxidantes
da ameˆndoa pela metodologia adotada na˜o foi eficaz, uma vez que a maior
parte da capacidade antioxidante foi detectada no res´ıduo.
O extrato metano´lico da polpa foi o que apresentou maior poder antio-
xidante ( 9,6 µmol/g), no entanto este valor ainda e´ bem mais baixo que a
capacidade antioxidante encontrada em outras frutas, como acerola (38 a 65
µmol/g de polpa), goiaba (30 a 38 µmol/g em base u´mida) e camu-camu (153
µmol/g), mas compara´vel a outros frutos, como caja´ (7,8 µmol/g), ac¸a´ı (15,1
µmol/g), mangaba (10,8 µmol/g) e tamarindo (8,3 µmol/g) (Mezadri et al.,
2008; Thaipong et al., 2006; Almeida et al., 2011; Rufino et al., 2010).
4.3.4 ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)
Os extratos concentrados obtidos da polpa e ameˆndoa de macau´ba apre-
sentaram valores ORAC superiores aos encontrados nos respectivos res´ıduos.
Ao comparar as extrac¸o˜es realizadas com diferentes solventes, foram obtidos
resultados correlatos aos resultados encontrados para feno´is totais e flavonoi-
des. O extrato etano´lico obtido de ameˆndoa de macau´ba foi o que apresentou
a maior capacidade antioxidante e, para a polpa, o extrato metano´lico foi o
de maior eficieˆncia (Tabelas 4.4 e 4.5).
Isabelle et al. (2010) conduziram um estudo em Singapura onde foi deter-
minada a capacidade antioxidante pelo me´todo ORAC em diversas frutas do
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Tabela 4.4: Trolox equivalente e paraˆmetros de linearizac¸a˜o para ORAC em ameˆndoa de
macau´ba.
Amostra ORACa ORACb Concentrac¸a˜o Coeficiente Coeficiente R2
µmol TE/g µmol TE/g mg/mL angular linear
Extrato concentrado
Ag 6,9±0,8 21±3 15 - 5 0,418 0,035 0,997
Et 23± 2 71±4 15 - 5 1,946 -2,243 1,000
Me 12,1±0,5 63±12 20 - 5 1,341 4,662 0,999
Ac 11,8±0,6 49±2 15 - 5 1,520 -0,411 1,000
Ae 5,2±0,2 36±1 20 - 10 1,188 -1,319 0,991
Res´ıduo
Ag 1,8±0,9 17±7 10 - 3 0,605 3,431 0,971
Et 2,7±0,2 9±1 10 - 3 0,788 3,845 1,000
Me 17± 1 27±2 10 - 4 1,242 3,355 0,997
Ac 3,1±0,8 9±2 10 - 4 1,047 0,981 1,000
Ae 1,4±0,6 8±3 20 - 6 0,900 0,178 0,993
a Resultado expresso por massa de fruta fresca.
b Resultado expresso por massa de extrato seco.
come´rcio local extra´ıdas com a´gua. Houve grande variac¸a˜o entre as amos-
tras, frutas como carambola, morango e sapoti foram as que apresentaram
maior valor ORAC (entre 30 e 48 µmol TE/g fruta fresca) e mela˜o, melan-
cia e mama˜o papaya apresentaram menores valores, cerca de 2 µmol TE/g.
A polpa de macau´ba apresenta valores intermedia´rios de capacidade antioxi-
dante (19 µmol TE/g), compara´veis a frutos como uva, laranja e mangosta˜o
(Isabelle et al., 2010). Thaipong et al. (2006) encontraram em me´dia 21,3
µmol TE/g para goiaba. Cao et al. (1996) encontraram grande variac¸a˜o para
valores ORAC em estudo com diferentes vegetais. Em base u´mida, os maio-
res valores encontrados foram para alho e espinafre, 19,4 e 12,6 µmol TE/g,
respectivamente.
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Tabela 4.5: Trolox equivalente e paraˆmetros de linearizac¸a˜o para ORAC em polpa de
macau´ba.
Amostra ORACa ORACb Concentrac¸a˜o Coeficiente Coeficiente R2
µmol TE/g µmol TE/g mg/mL angular linear
Extrato concentrado
Ag 19,1±0,8 225±10 2 - 0,75 9,735 -0,708 0,997
Et 14,7±1,4 186±17 1 - 0,5 5,574 1,298 0,999
Me 36,3±2,6 315±11 1 - 0,5 9,484 3,086 0,991
Ac 16,6±1,2 261±19 1 - 0,5 12,798 -0,185 1,000
Ae 18,1±0,9 206±11 2 - 0,75 8,677 3,121 0,996
Res´ıduo
Ag 6,5±0,4 51±3 5 - 2 1,837 3,713 0,993
Et 3,5±0,3 27±2 10 - 3 1,332 1,999 0,996
Me 16,0±3,5 63±14 3 - 1 3,042 3,141 0,989
Ac 8,9±0,6 60±4 5 - 2 2,586 3,127 0,995
Ae 5,7±0,4 35±3 5 - 1 1,545 3,855 0,998
a Resultado expresso por massa de fruta fresca.
b Resultados expresso por massa de extrato seco.
A Tabela 4.6 mostra os valores ORAC medidos em diferentes padro˜es de
compostos antioxidantes e algumas vitaminas comerciais. A capacidade an-
tioxidante adquirida com o consumo de um miligrama de seu extrato aquoso
liofilizado, pode ser comparada a` capacidade antioxidante de padro˜es antioxi-
dantes e suplementos nutricionais. Dentre os a´cidos feno´licos, o a´cido cafe´ico
se destaca, com valor ORAC de 40,4 µmol TE/mg, contra 1,6 µmol TE/mg
presentes no a´cido urso´lico. O extrato aquoso de polpa de macau´ba apresentou
0,22 µmol TE/mg, valor que pode ser comparado ao de alguns suplementos
nutricionais, como vitaminas do complexo B, polivitamı´nicos e minerais, e
ca´psulas de licopeno.
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Tabela 4.6: Trolox equivalente e paraˆmetros de linearizac¸a˜o para ORAC em padro˜es
e vitaminas comerciais.
Amostra ORAC Concentrac¸a˜o Coeficiente Coeficiente R2
µmol TE/mg mg/mL angular linear
Padra˜o
Epigalocatequina 20,0±0,8 0,05 - 0,005 664,68 1,511 1,000
A´cido urso´lico 1,6±0,1 0,5 - 0,05 44,14 1,308 0,997
A´cido ga´lico 13,3±1,0 0,07 - 0,03 529,19 2,383 0,998
Naringina 26,8±4,2 0,04 - 0,01 811,97 7,051 1,000
Quercetina 20,6±4,0 0,08 - 0,04 374,49 7,051 0,998
A´cido feru´lico 29,6±2,5 0,03 - 0,01 970,83 6,126 0,999
A´cido cafeico 40,4±8,0 0,03 - 0,01 995,32 14,021 0,995
A´cido asco´rbico 9,9±0,1 0,05 - 0,005 360,02 4,388 1,000
β-caroteno 1,5±0,1 0,5 - 0,2 63,46 1,100 0,999
Produtos comerciais
Complexo B 0,38±0,05 2 - 0,5 10,809 6,506 0,993
Vitamina E 0,05±0,01 5 - 1 1,519 4,262 0,997
Licopeno 0,16±0,04 5 - 1 5,605 6,159 0,999
Polivitamı´nico e mineral 1 0,55±0,06 1 - 0,05 20,702 4,514 0,992
Polivitamı´nico e mineral 2 0,66±0,14 1 - 0,1 30,416 3,308 0,993
Vitamina C 1,89±0,56 1 - 0,2 41,944 16,746 0,987
Biotina 0,041±0,006 10 - 3 1,125 6,631 0,997




Os resultados das ana´lises realizadas foram correlacionados estatistica-
mente utilizando-se o coeficiente de correlac¸a˜o de Pearson1 (R). A correlac¸a˜o
entre os diferentes testes foi determinada, separadamente, para cada porc¸a˜o
da fruta e tambe´m para as frac¸o˜es de extrato concentrado e res´ıduo. O coefi-
ciente de correlac¸a˜o entre as medidas relacionadas a` capacidade antioxidante
realizada pelos diferentes me´todos, tanto para os extratos concentrados quanto
para os res´ıduos foi positivo e significativo (p≤0,05) (Tabelas 4.7 e 4.8). Ha´
uma maior correlac¸a˜o entre os me´todos TEAC e ORAC em relac¸a˜o a` concen-
trac¸a˜o de feno´licos totais para o extrato concentrado da ameˆndoa de macau´ba
(0,90 e 0,87, para TEAC e ORAC, respectivamente) quando comparado ao
seu res´ıduo (0,74 para TEAC e ORAC). No extrato concentrado a menor
correlac¸a˜o foi entre os valores TEAC e ORAC, 0,78 para a ameˆndoa e 0,69
para a polpa. Dudonne´ et al. (2009) tambe´m encontraram menor correlac¸a˜o
entre ORAC e outros me´todos usados para medir a capacidade antioxidante
(ABTS, DPPH e FRAP), apesar do valor ORAC ter boa correlac¸a˜o com a
concentrac¸a˜o de feno´is totais. Esta menor correlac¸a˜o do valor ORAC com
outros me´todos foi atribu´ıda ao fato dos resultados obtidos atrave´s do ORAC
considerarem a cine´tica da reac¸a˜o antioxidante. A partir dos dados obtidos
para a correlac¸a˜o entre os ensaios e´ poss´ıvel concluir que a concentrac¸a˜o de
1O coeficiente de correlac¸a˜o linear de Pearson (R) pode variar de -1 a 1. Valores maiores que
0,90 indicam correlac¸a˜o positiva muito forte e valores entre 0,60 e 0,90 indicam correlac¸a˜o positiva
forte. O coeficiente de determinac¸a˜o (R2) avalia a qualidade do ajuste da func¸a˜o, e seu valor e´
calculado a partir do quadrado do coeficiente linear (R) (Lira, 2004).
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Tabela 4.7: Coeficiente de correlac¸a˜o linear entre os testes realiza-
dos na ameˆndoa de macau´ba.




TEAC 0,90 0,95 1




TEAC 0,74 0,87 1
ORAC 0,74 0,98 0,81 1
feno´is totais e flavonoides em extratos vegetais esta´ relacionada a` capacidade
antioxidante das amostras.
4.3.6 Atividade antimicrobiana
Os extratos feno´licos de polpa de macau´ba na˜o apresentaram atividade
antimicrobiana para nenhum dos microrganismos testados na concentrac¸a˜o
final de 10 mg/mL. Michelin et al. (2005) investigaram a atividade antimicro-
biana de extratos de plantas em diferentes microrganismos. Roma˜ (Punica
granatum) apresentou atividade antimicrobiana para as cepas Escherichia coli
(ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (6.4) nas concentrac¸o˜es de 25 e 40
mg/mL, respectivamente, e na˜o apresentou atividade para as cepas Pseu-
domonas aeruginosa (ATCC 27583) e Staphylococcus aureus (ATCC 29213).
Extrato de jambola˜o na˜o apresentou atividade antimicrobiana para nenhum
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Tabela 4.8: Coeficiente de correlac¸a˜o linear entre os testes realiza-
dos na polpa de macau´ba.




TEAC 0,78 0,72 1




TEAC 0,80 0,91 1
ORAC 0,80 0,87 0,74 1
destes microrganismos.
Na˜o existe um consenso sobre o n´ıvel de inibic¸a˜o aceita´vel para produtos
naturais quando comparados com antibio´ticos padro˜es. No entanto, Aligia-
nis et al. (2001) propuseram uma classificac¸a˜o para materiais vegetais com
base nos resultados de MIC, considerando como: forte inibic¸a˜o - MIC ate´ 500
µg/mL; inibic¸a˜o moderada - MIC entre 600 e 1500 µg/mL e como fraca inibi-
c¸a˜o - MIC acima de 1600 µg/mL. Desta forma, a atividade antimicrobiana na˜o
foi testada com concentrac¸o˜es maiores de 10 mg/mL de extrato de macau´ba.
4.4 Concluso˜es
As determinac¸o˜es da capacidade antioxidante em ameˆndoa e polpa de ma-
cau´ba, pelos me´todos TEAC e ORAC, mostraram-se compara´veis, e ambos
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apresentaram boa correlac¸a˜o com a concentrac¸a˜o de feno´is totais e flavonoides
do fruto. A frac¸a˜o polpa possui maior quantidade de compostos feno´licos e
flavonoides, responsa´veis pela ac¸a˜o antioxidante, similar a outros frutos bra-
sileiros. Desta forma, a polpa de macau´ba mostra-se via´vel para ser usada
em diferentes produtos aliment´ıcios, por ter alto valor nutricional, energe´tico,
presenc¸a de compostos bioativos, como tocofero´is, caroteno´ides, compostos
feno´licos e potencial antioxidante; e, assim, ter um maior aproveitamento dos
recursos desta palmeira, comum em diversas regio˜es do pa´ıs, e suprir careˆncias
nutricionais de grande parte da populac¸a˜o brasileira.
Refereˆncias Bibliogra´ficas
Ali, S.; Kasoju, N.; Luthra, A.; Sharanabasava, H.; Sahu, A. (2008). Indian
medicinal herbs as sources of antioxidants. Food Research International,
41(1-15).
Aligianis, N.; Kalpoutzakis, E.; Mitaku, S.; Chinou, I. B. (2001). Composi-
tion and antimicrobial activity of the essential oil of two Origanum species.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49:4168–4170.
Almeida, M.; de Souza, P. H. M.; Arriaga, A.; do Prado, G.; Magalha˜es, C.
E. C.; Maia, G.; de Lemos, T. (2011). Bioactive compounds and antioxi-
dant activity of fresh exotic fruits from northeastern Brazil. Food Research
International, 44:2155–2159.
140
Buenger, J.; Ackermann, H.; Jentzsch, A.; Mehling, A.; Pfitzner, I.; Reif-
fen, K. A.; Schroeder, K. R.; Wollenweber, U. (2006). An interlaboratory
comparison of methods used to assess antioxidant potentials. International
Journal of Cosmetic Science, 28:135–146.
Cao, G.; Sofic, E.; Prior, R. L. (1996). Antioxidant capacity of tea and
common vegetables. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 44:3426–
3431.
Chun, O. K.; Kim, D.; Smith, N.; Schroeder, D.; Han, J. T.; Lee, C. Y.
(2005). Daily consumption of phenolics and total antioxidant capacity from
fruit and vegetables in the American diet. Journal of Science and Food
Agricultural, 85:1715–1724.
Coimbra, M. C.; Jorge, N. (2012). Fatty acids and bioactive compounds of the
pulps and kernels of Brazilian palm species, guariroba (Syagrus oleraces),
jeriva´ (Syagrus romanzoffiana) and macau´ba (Acrocomia aculeata). Journal
of Science and Food Agricultural, 92:679–684.
Da´valos, A.; Go´mez-Cordove´s, C.; Bartolome´, B. (2004). Extending Appli-
cability of the Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC–Fluorescein)
Assay. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52:48–54.
Dudonne´, S.; Vitrac, X.; Coutie`re, P.; Woillez, M.; Me´rillon, J. (2009). Com-
parative study of anioxidant properties and total phenolic content of 30
141
plants extracts of industrial interest using DPPH, ABTS, FRAP, SOD and
ORAC assays. Journal of Agriculte and Food Chemistry, 57(1768-1774).
Ellof, J. N. (1998). A sensitive and quick microplate method to determine
the minimal inhibitory concentration of plant extracts for bacteria. Planta
Medica, 64:711–713.
Ferreira, D. S.; Rosso, V. V.; Mercadante, A. Z. (2010). Compostos bioativos
presentes em amora preta. Revista Brasileira de Fruticultura, 32:664–674.
Isabelle, M.; Lee, B.; Lim, M.; Koh, W. P.; Huang, D.; Ong, C. (2010). Antio-
xidant activity and profiles of common fruits in Singapore. Food Chemistry,
123:77–84.
Kim, D. O.; Jeong, S. W.; Lee, C. Y. (2003). Antioxidant capacity of phenolic
phytochemicals from various cultivars of plums. Food Chemistry, 81:321–
326.
Klimczak, I.; Malecka, M.; Szlachta, M.; Gliszczynska-Swiglo, A. (2007). Ef-
fect of storage on the content of polyphenols, vitamin C and the antioxi-
dant activity of orange juices. Journal of Food Composition and Analysis,
20:313–322.
Kuskoski, E.; Asuero, A. G.; Troncoso, A. M.; Mancini-Filho, J.; Fett, R.
(2005). Actividade antioxidante en polpa de frutos. Cieˆncia e Tecnologia
de Alimentos, 25:726–732.
142
Lin, J.; Tang, C. (2007). Cover image Determination of total phenolic and fla-
vonoid contents in selected fruits and vegetables, as well as their stimulatory
effects on mouse splenocyte proliferation. Food Chemistry, 101:140–147.
Lira, S. A. (2004). Ana´lise de correlac¸a˜o: abordagem teo´rica e de construc¸a˜o
dos coeficientes com aplicac¸o˜es. Dissertac¸a˜o de Mestrado, Universidade
Federal do Parana´, 196p.
Luthria, D. L.; Mukhopadhyay, S. (2006). Influence of sample preparation
on assay of phenolic acids from eggplant. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 54:41–47.
Ma, X.; Wu, H.; Liu, L.; Yao, Q.; Wang, S.; Zhan, R.; Xing, S.; Zhou,
Y. (2011). Polyphenolic compounds and antioxidant properties in mango
fruits. Scientia Horticulturae, 129:102–107.
Matteo, V. D.; Esposito, E. (2003). Biochemical and therapeutic effects of an-
tioxidants in the treatment of Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, and
amyotrophic lateral sclerosis. Current Drug Targets. CNS and Neurological
Disorders, 2:95–107.
Mezadri, T.; Villano, D.; Fernandez-Pacho´n, M. S.; Garc´ıa-Parrilla, M. C.;
Troncoso, A. M. (2008). Antioxidant compounds and antioxidant activity
in acerola (Malpighia emarginata DC.) fruits and derivatives. Journal of
Food Composition and Analysis, 21:282–290.
143
Michelin, D. C.; Moreschi, P. E.; Lima, A. C.; Nascimento, G. G. F.; Paganelli,
M. O.; Chaud, M. V. (2005). Avaliac¸a˜o da atividade antimicrobiana de
extratos vegetais. Revista Brasileira de Farmacognosia, 15:316–320.
Mukhopadhyay, S.; Luthria, D.; Robbins, R. (2006). Optimization of ex-
traction process for phenolic acids from cohosh (Cimicifuga racemosa) by
pressurized liquid extraction. Journal of the Science of Food and Agricul-
ture, 86:156–162.
Ou, B.; Hampsch-Woodill, M.; Prior, R. L. (2001). Development and Vali-
dation of an Improved Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay Using
Fluorescein as the Fluorescent Probe. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 49:4619aˆ´LSˇ4626.
Pe´res-Jimenez, J.; Arranz, S.; Tabernero, M.; Dı´az-Rubio, M.; Serrano, J.;
Gon˜i, I.; Saura-Calixto, F. (2008). Updated methodology to determine
antioxidant capacity in plant foods, oils and beverages: Extraction, mea-
surement and Updated methodology to determine antioxidant capacity in
plant foods, oils and beverages: extraction, measurement and expression of
results. Food Research International, 41:274–285.
Pe´res-Jimenez, J.; Saura-Calixto, F. (2008). Antioxidant capacity of dietary
polyphenols determined by ABTS assay: a kinetic expression of the results.
International Journal of Food Science and Technology, 43:185–191.
144
Ramos, M. I. L.; Filho, M. M. R.; Hiane, P. A.; Neto, J. A. B.; Siqueira,
E. M. A. (2008). Qualidade nutricional da polpa de bocaiu´va Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd. Cieˆncia e Tecnologia de Alimentos, 28 (supl.):90–94.
Re, R.; Pellegrini, N.; Proteggente, A.; Pannala, A.; Yang, M.; Rice-Evans,
C. (1999). Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radical Biology & Medicine, 26:1231–1237.
Reichardt, C. (1994). Solvatochromic dyes as solvent polarity indicators. Che-
mical Reviews, 94:2319–2358.
Rufino, M.; Alves, R.; de Brito, E.; Pe´res-Jimenez, J.; Saura-Calixto, F.;
Mancini-Filho, J. (2010). Bioactive compounds and antioxidant capacities
of 18 non-traditional tropical fruits from Brazil. Food Chemistry, 121:996–
1002.
Shui, G.; Leong, L. P. (2006). Residue from star fruit as valuable source for
functional food ingredients and antioxidant nutraceuticals. Food Chemistry,
97:277–284.
Singleton, V. L.; Rossi, J. A. (1965). Colorimetry of Total Phenolics with
Phosphomolybdic-Phosphotungstic Acid Reagents. American Journal of
Enology and Viticulture, 16(3):144–158.
Thaipong, K.; Boonprakoba, U.; Crosby, K.; Cisneros-Zevallos, L.; Byrne,
D. H. (2006). Comparison of ABTS and DPPH and FRAP and and ORAC
145
assays for estimating antioxidant activity from guava fruit extracts. Journal
of Food Composition and Analysis, 19:669–675.
Walker, R. B.; Everette, J. D. (2009). Comparative reaction rates of various
antioxidants with ABTS radical cation. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 57:1156–1161.
Zhishen, J.; Mengcheng, T.; Jianming, W. (1999). The determination of
flavonoid contents in mulberry and their scavenging effects on superoxide
radicals. Food Chemistry, 64:555–559.
146
Concluso˜es Gerais
A caracterizac¸a˜o bioqu´ımica da polpa e ameˆndoa de macau´ba revela a pre-
senc¸a de n´ıveis significativos de algumas enzimas e de capacidade antioxidante
decorrente da presenc¸a de a´cidos feno´licos e flavonoides no fruto.
Dentre as enzimas pesquisadas, as que apresentaram atividade na polpa e
ameˆndoa de macau´ba sa˜o: lipase, pectinase, celulase e as enzimas oxidativas,
polifenoloxidase e peroxidase. Dentre estas destaca-se a lipase, por seu cres-
cente interesse cient´ıfico e comercial devido a`s diversas aplicac¸o˜es tecnolo´gicas
que essa enzima oferece.
A caracterizac¸a˜o do extrato lipol´ıtico bruto revela que a lipase de polpa
de macau´ba e´ uma enzima esta´vel em solventes orgaˆnicos, com especificidade
para a´cidos graxos de cadeia longa saturados ou monoinsaturados, e com
possibilidades de aplicac¸o˜es na s´ıntese de e´steres. E´ uma lipase a´cida, com
atividade o´tima em pH 5,5 e maior estabilidade na faixa de pH entre 6,0 e
7,0. Apresentou atividade ma´xima a 40 ◦C e estabilidade entre 25 e 40 ◦C.
O fruto da macau´ba apresenta concentrac¸a˜o intermedia´ria de compostos
feno´licos com capacidade antioxidante. Pode ser comparada a outros frutos
da Amazoˆnia e Cerrado brasileiros, com potencial nutritivo para ser melhor
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explorado como fonte de alimento e renda para populac¸a˜o regional, atrave´s
do desenvolvimento de novos produtos que podem ser obtidos a partir do
processamento de sua ameˆndoa e, principalmente da polpa.
Este estudo foi de grande importaˆncia para o conhecimento de novas ca-
racter´ısticas e propriedades de um fruto bastante comum no territo´rio brasi-
leiro, mas ainda pouco explorado comercialmente. Agrega-se a`s informac¸o˜es
ja´ obtidas, como teor de a´cidos graxos, caroteno´ides e tocofero´is, propriedades
bioqu´ımicas relevantes, como sua capacidade antioxidante, teor de compostos
feno´licos, e atividades de enzimas com possibilidade de aplicac¸a˜o industrial.
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